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Dans un travail publié en 1892, etintitulé : Recherches sur la 
pathogénie et Vétiologie de Vinfection dans la vaccine et la variole, 
Guarnieri inocule le liquide des pustules sur la cornée du lapin, 
d’ou production d’une tumeur épithéliale caractéristique. Sur 
des coupes microscopiques, il constate la présence d’un agent 
infectieux, dont il étudie avec grand soin la morphologie, les 
mouvements, le mode de reproduction, et il conclut ainsi : 
Pagent spécifique de la vaccine et de la variole est un étre mono- 
cellulaire, un protozoaire parasite, probablement de la classe 
des sporozoaires de Leuckart. 

Avant Guarnieri, nous devons citer les recherches de 
Renaut, de Lyon (4881), Van der Leff, Hlava, et L. Pfeiffer 
(1887). Les mémes figures avaient été vues dans d’autres lésions 
de l’épiderme (varicelle, herpés zoster...) et interprétées 
comme des parasites. 

Guarnieri a eu le mérite, en imaginant de prendre comme 
réactif la cornée, de choisir un organe qui répond al inoculation 
de la vaccine et de la variole avec une précision absolue. Ii est 
alors possible d’étudier, heure par heure, les phases primor- 
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diales du processus pathologique, et de suivre pas a pas l’éyo- 
lution des formes parasitaires '. 

Depuis la publication de l’auteur italien, on retrouve, dans 
plusieurs mémoires basés sur le procédé de Guarnieri, la des- 
cription de protozoaires parasites (Monti, Jackson Clarke, 
x Sicherer, Ogata, et tout récemment Kourloff). En particulier, 

dans le laboratoire de Biitschli, dont on connait la compétence 
a sur Ja question des protozoaires, E. Pfeiffer a confirmé et 
complété, dans un travail important, les fails déja observés. 
- Nos recherches sur ce sujet se divisent naturellement en 
trois chapitres. 


L. —-~Le> Parasite: 


4 Le vaccin *, introduit avec une lancette 4 la surface de la 
e cornée du lapin, produit une tumeur épithéliale, infectieuse, 
x inoculable en série *, a évolution réglée, mathématique. Au 
bout de 24 heures, la piqure ou la strie d’ensemencement est 
légerement saillante. Au bout de 48 heures, la saillie s’accuse, 


z pour devenir visible a l’eil nu les 3¢ et 4° jours. A ce moment, 
; les cellules de l’épithélium ont subi Ja transformation vacuo- 
4 laire, présentent Vaspect des tissus végétaux, suivant la com- 
i paraison de Leloir. Il suffit alors, du 4° au 5° jour, soit d’une 
= pression avec le doigt, soit d'un mouvement brusque des pau- 


piéres du lapin, pour rompre la vésicule, et avoir un ulcére de 
Ja cornée. 
La forme circulaire de la vésicule qui succéde a la piqire 
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4. Le procédé employé dans les recherches du laboratoire explique Vhistoire 
du parasite de la vaccine: dans une premiére période (examen a !’état frais), 
on constate la présence de grains réfringents ; dans une deuxiéme période 
(cultures sur divers milieux),on croit a des bactéries, en particulier 4 des micro- 
coccus ; dans une troisiéme période (méthode des coupes colorées aprés fixa- 
tion), on note existence de protozoaires. Kt de ces derniers travaux les auteurs 
concluent : le parasite de la vaccine et de la variole n’est pas une bacteérie. 

2. Nous nous sommes servi soit de la sérosité des pustules du bras chez un 
enfant, soit de l’excellente pulpe vaccinale glycérinée, datant de plusieurs mois, 
que MM. Chambon et Saint-Yves Ménard ont mise a notre disposition. Nous avons 
obtenu des résultats analogues avec du pus variolique. 

3. Avec la vésicule vaccinale de la cornée d’un premier lapin, nous avons 
inoculé avec succés la cornée d’un second lapin. E. Pfeiffer a été plus Join et a 
reproduit une pustule ¢aractéristique sur la génisse, avec la cornée d’un 
deuxiéme lapin. 

D’autre part, Straus et Chambon (Société de biologie, 1890) ont donné l'immu- 
nité & un veau, par insertion de la vaccine sur la cornée. 
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vaccinale, l'épaississement épithélial de la strie d’inoculation, 
sont nettement visibles a l’éclairage oblique, et mieux encore a 
un examen sous l'eau. 

On peut constater, aussi bien & ]’ceil nu qu’an microscope, 
le moment ot débute la lésion vaccinale. Ce début ne coincide 
nullement avec les dates données par les auteurs qui ont étudié 
Ja vaccine dans l’épiderme, dates qui varient du reste avec cha- 
que espece animale, et, chez un méme animal, avec le sige de 
Ja pustule (cornée, peau ou muqueuse). Grace a Ja transpa- 
rence de la cornée, la lésion peut étre prise sur le fait, quelques 
heures aprés l’inoculation. Des la 20° heure, les coupes de la 
cornée du lapin présentent un aspect caractéristique, tandis que 
nous n’avons pu étudier les pustules développées sur les mu- 
queuses du lapin que le 3° jour. Ces phénoménes, qui suivent 
de pres l’inoculation, correspondent, au point de vue chronolo- 
gique, a la période dite silencieuse ou période d’incubation, a 
la phase prééruptive et, pour préciser, a la phase prévésicu- 
leuse. La cornée vaccinée ne présente pas les signes d'une in- 
flammation vasculaire sanguine, ou phase congestive. 

Morphologie du parasite. — Sur des coupes fixées avec le 
liquide de Flemming et colorées, on voit, a un faible grossisse- 
ment, dans les cellules épithéliales, un certain nombre de cor- 
puscules, remarquables tant par lintensilé de leur coloration 
que par leur réfringence. Ces petits organes se détachent nette- 
ment, entourés qu’ils sont par une large auréole claire. II est 
facile de retrouver ces corpuscules brillants et réfringents dans 
les cellules de la cornée vaccinée, examinées a l'état frais. 

En général, ce sont des corps sphériques. Mais, a cété de 
formes arrondies ou ovales, il en est qui dessinent des crois- 
sants, ou bien des formes de levure ', ou présentent un aspect 
absolument irrégulier (formes amiboides). Nous ne saurions 
mieux comparer les formes contournées qu’a des noyaux de 
leucocytes polynucléaires : noyaux étranglés en sablier ou allon- 
gés, noyaux arrondis ou en forme de raquette. 

Le volume de ces corps est non moins variable. A cdté de 
rares corpuscules presque aussi volumineux que le noyau de la 
cellule épithéliale, il en est qui ne sont visibles qu’a un trés fort 
grossissement. 


1. Buist a classé le parasite de la vaccine dans les blastomycétes ou levures. 


a ea Od a a er a eee ae ee 
Lon ihe M3 xe ite eee ge : 


292 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR. 


Quel est le contenu du corpuscule? Le parasite de la vaccine 
ne contient pas de noyau. Rarement, nous avons rencontré une 
tache foncée au centre du corpuscule, ressemblant au noyau 
décrit par Guarnieri. Au contraire, la vésicule centrale, bril- 
lante, dessinée par E. Pfeiffer, est facile a voir, et probablement 
résulte d’un artifice d’éclairage. 

Coloration. — Le parasite absorbe et conserve les matiéres 
colorantes, carmin, hématoxyline, couleurs d’aniline, avec une 
extréme facilité. 

On voit, sur des coupes, les corpuscules se teinter rapidement 
(absence de membrane d’enveloppe), avant les autres éléments 
de la cornée. Apres emploi des agents décolorants, alcool 
absolu, Gram, essence de girofle, acides dilués, les corpuscules 
palissent lentement, aprés les autres éléments de la cornée. 

Le parasite est un corps hyperchromatique. Grace 4 cette 
affinité pour les matiéres colorantes, les corpuscules frappent 
l'wil de l’observateur. Leur couleur foncée, vraiment élective, 
presque noire avec la thionine, le violet de gentiane, l’héma- 
toxyline, pourpre foncé avec la safranine, contraste avec la 
teinte claire des tissus cornéens, et, & premiere vue, donne bien 
impression de corps élrangers, parasilaires. 

A cété de ces masses de chromatine homogéne (petits corpus- 
cules), il existe de gros éléments, hypochromatiques, granuleux 
et irrégulitrement colorés. 

Mode de reproduction. — Comme |’a fort bien remarqué Guar- 
nieri, le plus souvent c’est un phénomene de division directe. 
« La multiplication du parasite a lieu sans aucun doute par 
scission, ainsi que, plusieurs fois, j'ai pu l’observer directement 
au microscope, dans les préparations de lymphe extraite de 
pustules vaccinales ou varioleuses tenues sur la platine chauf- 
fante. » (Guarnieri.) Sur nos préparations fixées et colorées, le 
corpuscule s’allonge, s’étrangle en forme de sablier, de levure, 
et donne naissance a deux étres égaux ou inégaux, souvent unis 
par un mince filament de chromatine. 

K. Pfeiffer admet seulement le stade de division directe. 
Guarnieri admet deux autres modes de multiplication. Il a des- 
siné des figures de karyokinése « indiquant la participation du 
noyau du parasite ». Nous n’avons jamais observé de figures 
semblaples. 
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_ Troisieme mode de reproduction, par sporulation. Guar- 
nieri a vu des granulations, des spores, dans des corps sphéri- 
ques. Nous avons constaté avec une netteté indiscutable Ja pré- 
sence de ces corpuscules contenant des grains plus foncés. 
J. Clarke décrit des organes contenant des spores & la périphérie. 
Guarnieri dessine des figures de rosace, des éléments radiés 
imitant la disposition des pétales de la marguerite, des corps 
muriformes, et l’auteur italien rapproche ces figures « des fails 
de sporulation des plasmodies dans la malaria ». 

Molilité. — De méme que Van der Leff, L. Pfeiffer, Monti; 
Ernest Pfeiffer, Guarnieri a décrit avec grand soin les onnaeee 
ments de forme et les mouvements de translation du parasite. 
« En observant avec une lentille & immersion homogene, les 
petits corps apparaissent composés d’une substance d’un blanc 
opaque, avec reflets jaunatres, des formes les plus variées, avec 
des saillies 4 angles émoussés, qui, dans une période de temps 
variable pour chaque cas, changent de configuration et se dépla- 

cent trés lentement. Les saillies peuvent étre multiples et alors 

le petit corps apparait épineux. Le phénomeéne des mouvements 
du petit corps peul étre observé pendant longtemps (méme pen- 
dant cing heures) avec une intensité diverse... » 

Nous avonscherchéa controler ces faits en nous placant dans 
les mémes conditions que ces observateurs. Examinant a une 
température de 37°, en chambre humide, les cellules de la cor- 
née vaccinée, nous avons constaté seulement des mouvements 
browniens des petits grains brillants, sans allération de leur 
forme et de leurs contours. 

Evolution dans les cellules. — Le parasite a une évolution en 
cercle. Sur les coupes de la cornée, on constale que, du 1° au 
4° jour, les corpuscules gagnent du terrain suivant une direction 
transversale. Cette progression en surface, dans le sens centri- 
fuge, se fait avec régularité, pour cesser brusquement a la limite 
de la tumeur. Il résulte de ce mode d’accroissement une consé- 
quence intéressante : laforme circulaire de la vésicule vaccinale. Et 
comme dans la cornée il n’existe pas de vaisseaux sanguins, les 
théories anatomiques qui expliquent le contour arrondi de la pus- 
tule variolique ou vaccinale en faisant intervenir l’élément vascu- 
laire (action des toxines contenues dans le sang, embolies bacte- 
riennes des vaisseaux capillaires) nous semblent erronées, d’au- 
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tant plus que la pustule variolique contient agent de contagion 
al’état de culture intra-épidermique. 

Sur les coupes, l’aspect topographique est caractéristique. 
La tumeur épithéliale fait saillie au-dessus du plan de surface 
de la cornée. Dans les cellules hypertrophiées, et nous ajoute- 
rons dans chaqué cellule, on retrouve des grains parasitaires, 
brillants, foncés, entourés d’un anneau clair. De plus, si chaque 
cellule contient un ou plusieurs corpuscules étrangers, on ne 
voit presque jamais, pas plus sur des sections que par les pro- 
cédés de dissociation, le parasite situé, soit dans l’interstice 
intercellulaire, soit & cheval sur deux cellules épithéliales. 

Evolution dans la cellule. — La présence du corps étranger 
dans l’épithélium semble entrainer asa suite deux conséquences : 
peut-étre l’hypertrophie cellulaire, et d’autre part la formation 
d’une vacuole. Tandis que dans le noyau de la cellule épithé- 
liale, le contour sphérique, le dessin des filaments chromatiques, 
le nombre et le volume des nucléoles, Vintensité des réactions 
colorantes, tout indique que le noyau reste normal, a l’état de 
repos, — dans le protoplasme, le corpuscule parasitaire s’entoure 
dune auréole claire, qui s’agrandit, et finit par détruire comple- 
tement la substance proloplasmique. 

L’existence de cette auréole claire, & extension progressive, 
a frappé les observateurs. Renaut (de Lyon) attribue au parasite 
un réle mécanique dans la formation d’une cavité gui va bientdt 
se remplir de liquide. Avec Wagner, Wyss, Leloir décrit avec 
soin « Valtération cavilaire » des cellules, et Guarnieri, interpré- 
tant le réle du corpuscule, « qui semble se nourrir aux dépens 
du protoplasme, qui semble le corroder », l’appelle Cytoryctes 
vaccine ou variole. 

A cété des corpuscules entourés de protoplasme, il en est, 
parasites paranucléaires, qui sont situés au voisinage du noyau 
déformé. Le noyau présente en ce cas une sorte d’excavation ou 
se niche le parasite, et quelquefois trois ou quatre encoches 
correspondent a Ja présence de trois ou quatre corpuscules. 
En réalité, le noyau n’est pas corrodé, mais simplement 
déprimé, ainsi qu’on peut le constater sur des coupes un peu 
épaisses. 

Dans ce cas, ov le grain chromatique est voisin du noyau de 
la cellule épithéliale, la vacuole péri-parasitaire se continue 
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avec l’espace clair circumnucléaire, « le noyau se décolle du 
protoplasma ». (Leloir.) 

Le liquide circumnucléaire communique avec le liquide 
vacuolaire. 

La vacuole est absolument claire, et semble remplie d’un 
liquide séreux que l’on ne peut colorer. 

Prédilection pour la cellule épithéliale. — On peut affirmer 
comme une loi, ce fait, formulé par Guarnieri: « le cytoryctes est 
un parasite endocellulaire », de méme que le germe présumé du 
cancer est l’hdte de la cellule épithéliale ‘, comme le parasite 
malarique habite dans Je globule rouge, comme la coccidie du 
lapin se loge dans la cellule épithéliale des canaux biliaires et 
de l’intestin. 

Mais nos expériences ne sont pas suffisantes pour nous per- 
mettre de dire : le parasite de Ja vaccine est un parasite endo- 
cellulaire qui ne peut vivre que dans la cellule épithéliale, et 
non dans le tissu cellulaire, le derme de Ja peau, la lymphe, le 
sang. Sauf chez le cheval, la vaccine semble ne pouvoir se 
généraliser. 

Il est un fait de pathologie générale qu'il nous semble inté- 
ressant de constater. Tandis que pour Ja plupart des bactéries 
connues linoculation épidermique est souvent négative, le 
germe de la vaccine a, au contraire, une affinité, une prédilec- 
tion pour les épithéliums de la peau et de la cornée. En voici la 
preuve : du pus de pustule variolique fraichement recueilli nous 
est adressé de Marseille par l’obligeance du D" d’Astros. Nous 
linoculons a ja cornée et a la paupiére de deux lapins. La 
réaction locale est pour ainsi dire nulle; il n'y a ni conjoncti- 
vite, ni phénoménes de kératite inflammatoire, et linfection 
variolique poursuit réguliérement son cours. 

Classification du parasite. — Ce chapitre ressort surtout de la 
bibliographie. Nous noterons seulement l’embarras des auteurs 
pour donner une famille acet étre vivant. — Van der Loeff le 
range dans les rhizopodes, famille des amibes ou des protéides; 
Guarnieri, dans les sporozoaires, et tout récemment, en fait 


4. Nous signalerons simplement les analogies fort intéressantes qui rappro- 
chent les figures décrites dans le cancer et ]a vaccine : analogies de siége endo- 
cellulaire et paranucléaire, analogie de réaction épithéliale, hypertrophie, vacuole, 
mémes variations de morphologie et de métachromatie. 
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un protozoaire sarcodique; Ogata en fait une grégarine, dans 
le groupe des polycystides, et notamment dans le genre Clepsy- 
driana: Ernest Pfeiffer hésite entre les protozoaires et les 
blastomycetes; L. Pfeiffer, dans une revue générale des travaux 
parus de 1887 a l’année 1896, ne peut conclure s’il s’agit de 
blastomycétes, ou de champignons, ou de sporozoaires, et dans 
ce dernier cas, L. Pfeiffer compare le parasite vaccinal aux 
Acystoporidies de Labbé. 

Nous pouvons grouper maintenant les divers caracléres du 
parasite : contours arrondis, réfringence, existence d’un point 
central (?), affinités colorantes particulitres et métachromatie, 
modes divers de reproduction, mobilité, évolution réglée, loca- 
lisation spéciale dans la cellule, d’ou réaction, tumeur épithé- 
liale; lésion du protoplasme et formation d’une vacuole péri- 
corpusculaire, tous ces faits plaident fortement en faveur 
de l’existence d’un étre vivant. Guarnieri et ses partisans vont 
plus loin : ce corpuscule spécial, vivant, que l’on retrouve tou- 
jours, sans exception, aprés inoculation de la vaccine, est le 
parasite de la vaccine. Et ils ajoutent ceci comme preuve 
capitale. 

Les figures parasitaires observées dans la vaccine ne se 
retrouvent dans aucune autre affection. Pour le démontrer, 
K. Pfeiffer a fait des expériences de controle (glycérine, huile de 
croton, acide osmique, nitrate d’argent et piqures avec une 
lancette simplement stérilisée). De notre cété, nous avons 
caulérisé la cornée avec de la cantharide, et surlout nous avons 
inoculé le liquide recueilli sur des malades atteints d’affections 
bulleuses : zona, herpes post-pneumonique. Nous n’avons pu 
retrouver de figures comparables a celles de la vaccine. 

Une seule infection, la syphilis, a permis a Jackson Clarke, 
AK. Pfeiffer, de constater dans la cornée du cobaye des figures 
analogues. Nous avons répété cette expérience sans succes. 
Les résultats obtenus par J. Clarke, s’ils étaient constants, 
auraient un réel intérét pour le diagnostic clinique de lasyphilis. 

Nos inoculations de varicelle & la cornée du lapin ont tou- 
jours été négatives. On peut en conclure que le procédé de Guar- 
nieri est applicable a la clinique, pour le diagnostic des affections 
qui simulent la variole. L’inoculation a la cornée du lapin ou du 
pigeon tranche la question en moins de 24 heures, tandis que 
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inoculation 4 la génisse demande trois jours pour donner‘ un 
résultat positif. 

EK. Pfeiffer ajoute une derniére preuve : lorigine du parasite 
de la vaccine ne correspond a aucune lésion anatomique. Et il rejette 
successivement l’hypothése des globules rouges, des noyaux 
dégénérés, des centrosomes, des leucocytes ou de la fragmenta- 
tion de ces leucocytes. 


IJ. — Vateur er INTERPRETATION DE LA THEORIE PARASITAIRE 
(PROTOZOAIRES). 


Tous ces faits concernant la biologie du prétendu para- 
site, nous les avons controlés ou constatés. Quelle est leur 
valeur? Kt faut-il conclure en faveur des protozoaires? Nous 
ne le pensons pas. Certes, les faits observés par Guarnieri sont 
exacts, mais l’interprélation mérite d’étre disculée. 

A premiére vue, sur une coupe de cornée inoculée, ona 
Villusion de figures parasitaires, pour deux raisons : une raison 
visuelle, aspect caractéristique des grains colorés; une raison 
due a la réflexion : on ne devine pas quelle pourrait étre la 
nature de ces corpuscules, en dehors d’une origine parasitaire. 

Si l’on examine a un fort grossissement les corps endocel- 
lulaires, on note une infinie variété de formes : les unes, con- 
tournées, déchiquetées, en anse, en croissant... formes remar- 
quables par leur irrégularité, — les autres, au contraire, a con- 
tour régulier, sphérique en général. 

Les différences de volume ne sont pas moins frappantes. 
Nous n’ayons nullement constaté un rapport entre la grandeur 
du corps inclus et son age, ou le moment de sa pénétration dans la 
cellule, fait admis par Guarnieri, Sicherer et E. Pfeiffer. On 
trouve, aussi bien 4 la périphérie qu’au centre du foyer patho- 
logique, des corpuscules qui atteignent presque le volume du 
noyau épithélial, d’autres qui ont la dimension de fins coccus, 
et entre ces deux types extrémes tous les intermédiaires. 

(ie n’est pas la le fait des parasites connus. Méme chez 
les coccidies, V’aspect irrégulier, amiboide, s’explique par 
histoire du développement, Et les autres phases de la vie des 
coccidies sont remarquables par l’aspect quasi géométrique de 
leurs figures. 
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Nous glissons sur les différences énormes, absence de 
nucléole et de membrane d’enveloppe, mode de reproduction 
par division directe... qui séparent le cytoryctes vaccine du 
groupe des protozoaires. Nombre d’espéces animales possédent 
une certaine réceptivité pour la vaccine. Au contraire, l'étude 
des coccidies démontre que « ce sont des parasites tres délicats, 
dont chaque espéce n’est capable de vivre que dans une seule 
espéce de cellules d’une seule espéce animale ». (Metchnikoff.) 

Un argument de second rang peut étre invoqué: il y a 
désaccord entre le petit nombre des corps réfringents constatés 
dans une goutte de virus vaccinal, et l’extréme facilité d’inocu- 
lation. Avec une goutte de vaccin contenant quelques grains 
brillants, nous faisons 13 piqtres a4 la cornée d’un lapin, et nous 
obtenons 13 succcés, 13 vésicules. 

La solution du probleme nous a été donnée par l'étude de 
Vaction des colorants. Sauf quelques corpuscules, les formes 
parasitaires ne sont que des amas de chromatine, chromatine 
condensée qui a toutes les réactions comme intensité, comme 
électivité, de la substance ces nucléoles, et encore mieux les 
réactions des noyaux des leucocytes polynucléaires. 

Nons ajoutous a notre paragraphe précédent (coloration du 
parasite) les renseignements suivants sur les phénoménes de 
métachromatie. 
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Louge. 


Bleu ou rouge. 
Bleu. Viol t. 
Vert foneé. 
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Violet. Vert. 


Leucocyte 
polynucléaire. 


Vert. 


Rouge. 


Rouge. 


2 » 
Rouge. 


Rouge. 


Rouge. 


Violet. 


Vert foncé. 


Vert. 


Ces réactions colorantes différentielles varient naturellement 
suivant le procédé employé (méthode des surcolorations, des 
décolorations successives ou combinées); ces réactions nont 
pas une valeur absolue. Mais elles présentent une valeur relative 
tres importante, et il suffit de jeter un coup dceil sur le tableau 
précédent pour constater une identité d’affinités colorantes entre 
trois ordres d’éléments : le nucléole quelquefois, le corpuscule 
parasitaire et les leucocytes migrateurs toujours. 
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Ill. — Nature DU PSEUDO-PARASITE. 


Ves faits exposés dans le chapitre précédent, nous pouvons 
conclure : 1° il ne s’agit pas d’un parasite; 2° ce pseudo-parasite 
n’est autre chose qu’une boule de chromatine plus ou moins 
condensée et de forme quelconque. 

Quelle. est l’origine de cette production endo-cellulaire? 
Procédant par exclusion, nous discuterons successivement deux 
points : la tache colorée se forme a l’intérieur de la cellule 
épithéliale, la tache colorée est un corps étranger, de provenance 
extra-épithéliale. 

Un certain nombre d’auteurs ont tenté d’expliquer la nature 
anatomique des corps inclus dans la cellule. R. Blanchard se 
refuse & les considérer comme des amibes. Selon Unna, les 
prétendus protozoaires de Pfeiffer ne sont autre chose que des 
cellules épithéliales gon flées, globuleuses ? Coporaso, Léoni font 
du cytoryctes des fragments de noyaux endocellulaires frappés 
de nécrose. 

Ferroni et Massari ont fait des expériences de contréle et 
des coupes de Jacornée (cautérisations avec l’acide osmique, etc., 
inoculation du virus vaccinal). Ces auleurs pensent « a des 
phénomenes karyolytiques, semblables 4 ceux décrits récem- 
ment par Miiller, et qui sont peut-étre en rapport avec les cen- 
trosomes et l’archiplasma. » Ils pensent aux cellules migratrices, 
mais constatent « une inégalité entre la quantité de leucocytes 
qui pénétrent dans la cornée, spécialement dans |’inflammation 
due au pus vaccinal, et le grand nombre des corpuscules », et 
ils concluent : 

« Nous avons la conviction que nous nous trouvons en pré- 
sence d’allérations pathologiques intéressantes, plut6t que 
de parasites, et nous croyons que les corps décrits ci-dessus 
sont pour la plus grande partie dérivés du noyau de la cellule 
é6pithéliale, et que peut-étre, seulement dans peu de cas, ils 
dérivent aussi des leucocytes. » 

Nous n’avons pas constaté les réactions colorantes qui rap- 
pellent soit la dégénérescence hyaline du protoplasma, soit une 
altération analogue, colloide ou muqueuse. 

Au contraire, l’existence de centrosomes, de spheres attrac- 
tives, dans le protoplasma de la cellule, noyaux accessoires qui 
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se réveilleraient sous linfluence d’une excitation morbide. 
constitue une hypothese trés discutable. Cependant, le corpus- 
cule central du centrosome, les figures radiées qui entourent la 
sphere attractive, sont difficiles 4 conslater, et ne ressemblent 
par aucun caractére aux gros corpuscules de la vaccine. 

Le noyau de la cellule épithéliale, contrairement a l’idée de 
Ferroni et Massari, n’explique pas la provenance des boules 
chromatiques. On ne peut croire, ni a la fragmentation, a la 
dégénérescence chromatolytique du noyau, ni a des productions 
émanées de noyaux bourgeonnants. Le noyau, nous l’avons dit, 
reste absolument intact et indifférent, cOte a cdte avec le cor- 
puscule de la vaccine, qui ne l’envahit jamais. 

Un moment, la théorie nucléaire (noyaux bourgeonnants) 
nous avait semblé répondre a la réalité des faits. Le corpuscule 
hypercoloré est toujours un satellite du noyau : c’est un corps 
paranucléaire. Ce corpuscule semble naitre dans la cellule, et il 
nous a été presque impossible de le rencontrer dans les espaces 
intercellulaires. D’autre part, la constatation des phénomenes de 
karyokinése, uniquement en dehors de la lésion vaccinale, nous 
faisait penser 4 des phénoménes de division directe, d’une ami- 
tose ébauchée, incomplete. 

Si l’on dissocie et fixe en méme temps l’épithélium d'une 
cornée vaccinée, avec une solution d’acide osmique a 1/1000, 
on constate aprés coloration que les noyaux sont gonilés, en 
forme de feuille de tréfle, de brioche, d’amibes, que ces excrois— 
sances poussent des prolongements terminés en boule. Ces 
boules se détachent et constituent des masses isolées de chro- 
matine. 

En réalité, notre technique était défectueuse. Apres emploi 
d’un dissociant fixateur plus fidéle (vapeurs d’iode suivies de 
Vimmersion dans l’alcool au 1/3 de Ranvier), dissociant qui 
permet de conserver intacts le contour arrondi du noyau et les 
figures des filaments chromatiques, nous avons constaté l’indé- 
pendance absolue du corpuscule chromalique. Ce procédé fort 
délicat de dissociation nous a permis de voir des figures iden- 
tiques 4 celles étudiées par le procédé des coupes apres montage 
en paraffine. 

Le pseudo-parasite n’est pas une formation endogene; il a 
donc forcément une origine extra-cellulaire, extra-épithéliale, et 
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la petite masse de chromatine ne peut avoir qwune origine : les cel- 
ules migratrices. 

Le plus souvent, le tissu lamellaire qui borde la tumeur vac- 
cinale ne présente rien d’insolite. Dans les dessins annexés aux 
mémoires de Guarnieri, de Sicherer, et dans le livre de Fliigge, 
ce tissu lamellaire ne contient que quelques cellules fixes gon- 
flées. 

Nous avons pu surprendre sur le fait cette phase extréme- 
ment courte, ou les leucocytes polynucléaires s’apprétent a 
envahir |’épithélium. Dans le tissu conjonctif, on constate les 
signes indiscutables d’un appel phagocytaire, remarquable par 
le petit nombre des cellules migratrices atlirées par le foyer 
infecté, disposées en couronne au seuil de la lésion vaccinale. 
Sur une méme coupe de cornée qui a regu plusieurs pigqures, on 
constate d’autres tumeurs ov les leucocytes ont déja pénétré, 
laissant le tissu conjonctif cornéen en apparence intact, et 
dépourvu de la présence des cellules migratrices. 

Dans l’épithélium, les leucocytes transformés sont absolu- 
ment méconnaissables. Dans le tissu lamellaire de la cornée, il 
est plus aisé de diagnostiquer la présence des cellules migra- 
trices. Ces éléments mobiles, surpris dans leur marche, ressem- 
blent a des amibes et prennent des variétés de figure infinies ; 
a coté de noyaux allongés, contournés en anse, ou en voie de 
division directe, on voit de petites spheres réfringentes de 
nucléine qui ne rappellent nullement les détails de structure des 
leucocytes polynucléaires. 

Les noyaux des cellules leucocytaires correspondent aux 
corpuscules de la vaccine : ils présentent les mémes variétés de 
forme, les mémes affinités colorantes, les mémes phénomenes 
de métachromatie. Il y a identité de nature entre ces deux 
éléments : leucocytes et grains de vaccine. 

Du reste, on peut retrouver, englobés dans la cellule épithé - © 
liale, des leucocytes polynucléaires caractéristiques. Mais leur 
recherche est fort délicate, en raison de la rareté des cellules 
migratrices restées intactes. 

Au lieu de prendre comme réactif la cornée d'un mammifere, 
on peut inoculer la cornée du pigeon et de la poule. La pustule 
vaccinale présente alors les phénomenes intéressants d'un appel 
phagocytaire plus actif. Déja, chez le pigeon, on observe a Veil 
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nu, en moins de 24 heures, une saillie trés nette, opalescente, 
blanchatre, indice de la présence des leucocytes (tandis que la 
vésicule du lapin reste toujours claire et translucide). Chez Ja 
poule, la vaccine inoculée semble avorter; mais, si l’on ne so 
contente pas de l’examen a I’eil nu, on constate sur des coupes 
microscopiques, & la 25¢ heure par exemple, l’existence d’une 
tumeur vaccinale contenant des pseudo-parasites hyperchroma- 
liques. 

Chez ces deux espéces, pigeon et poule, on voit un certain 
nombre de petites cellules migratrices atlirées au pourtour du 
point d’inoculation. On peut suivre les transformations succes- 
sives de ces cellules claires, granuleuses, mobiles, en gouttes 
foncées, homogenes, de chromatine. 

Chez ces oiseaux comme chez le lapin, l’irritation des tissus 
est tres modérée, a peine appréciable. Il n’y a, aprés inoculation 
du virus vaccinal ou variolique, ni photophobie, ni conjonctivite, 
ni phénomenes de kératite. Nous devons ajouter que, chez la 
poule etle pigeon, le processus n’aboutit pas a l’ulcération. 

Nous n’insisterons pas sur le réle joué par les cellules fixes 
de la cornée, sur la part gui leur revient dans Ja formation des 
cellules mobiles. 

Il nous resterait a expliquer la transformation des leucocytes 
polynucléaires en petites masses, en boules chromatiques isolées 
dans les cellules de la cornée du lapin. Nous n’avons aucune 
donnée sur ce sujet. Avec une rapidité extréme qui empéche de 
saisir la transformation sur le fait, le leucocyte polynucléaire 
semble éclater, se réduire, subir une veritable chromatolyse. II 
ne reste plus gu’une poussiére chromatique a grains plus ou 
moins épais, dont Vorigine serait impossible a préciser si l’on 
n’avait pour se guider la constatation de toutes les formes inter- 
médiaires, dans le tissu celluleux et dans le tissu épithélial. 

De méme, nous nous abstiendrons de toute hypothése sur 
les procédés de défense de la cellule épithéliale envahie, sur la 
vitalité ou la dégénérescence du corps hyperchromatique, sur le 
role du corps étranger intra-cellulaire dans la production de la 
vacuole et la résorption du protoplasma. 

De méme, nous ne tirerons aucune conclusion sur le siege 
précis de l’agent virulent de la vaccine. La constatation de 
l'agent indicateur de l’infection, la cellule migratrice, au voisi- 
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nage du noyau épithélial, ne nous permet d’affirmer aucun fait 
certain sur la présence du parasite, soit dans le noyau, soit dans 
la vacuole, soit dans l’intéricur méme de la cellule migratrice. 

Nous connaissons maintenant les transformations possibles 
des leucocytes, nous nous expliquons facilement la mobilité 
du pseudo-parasite, véritable cellule migratrice, les figures 
de levures, d’amibes, de croissant, de division directe, répétant 
exactement les formes du noyau des leucocytes polynucléaires. 

L’observation des grains de la vaccine nous raméne a un 
simple probleme de réaction cellulaire, vraiment spéciale sinon 
spécifique, & un chapitre particulier de l’inflammation. 

Des le début de la vaccine, quelques heures aprés l’inocula- 
tion, la Iésion locale présente des allures caractéristiques 
tandis que les cellules migratrices, en petit nombre, se préparent 
a pénétrer dans le foyer épithélial, les cellules de lepithélium 
constituent une véritable tumeur. Cette réaction épithéliale d’une 
part, la faiblesse numérique des facteurs phagocytaires d’autre 
part, ces deux éléments expliquent la conservation de |’épithé- 
lium pendant les premiers jours de l’infection vaccinale. 

Dans une deuxiéme phase, les cellules migratrices se mon- 
trent brusquement émiettées, fragmentées, dans l’intérieur de 
la tumeur. L’aspect de la lésiun a cette période est frappant. 
Dans chaque cellule épithéliale se trouve inclus un débris de 
leucocyte, sous forme d’une masse de chromatine qui rend son 
origine méconnaissable. La vacuole péri-leucocytaire ajoute a la 
difficulté du diagnostic. Ce grain de nucléine, parasite de la cel- 
lule, simule le parasite de la vaccine. 

La,troisieme phase appartient a lhistoire de la vésiculation, 

et finit par la chute de l’épithélium cornéen, le 5° jour seule- 
ment. 


Ce travail a 6lé exéculé dans le laboratoire du professeur 
Metchnikoff. C’est avec plaisir que nous offrons A notre maitre 
nos meilleurs remerciements. 
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EXPLICATION DE LA PLANCHE 


| : 

Cellules épithéliales de la cornée d’un lapin, cornée inoculée avec de la 
vaccine depuis 42 heures. — Fixation avec le liquide de Flemming. 

Fic. 1. — Cellule épithéliale type contenant un unique corpuscule. -- Le 
corpuscule, réfringent, hyperchromatique, est muni d’un point central 
fonce, et entouré d’une auréole claire. Cette auréole communique avec 
Yanneau clair qui entoure le noyau épithélial. 

Fic. 2. — Une cellule épithéliale contenant 2 corpuscules égaux, séparés 
par le noyau épithélial. 

Fig. 3. — 2 corpuscules séparés par une mince ligne de division. 

’ Fie. 4. — Groupe de cellules épithéliales ot Von voit se succéder les 
phrases de reproduction par scission du pseudo-parasite : a corpuscule 
unique, allongé; 6 corpuscule étranglé en son milieu; c, c, deux corpuscules 


encore reliés par un filament d’union; d, deux corpuscules égaux et indé- 
pendants. 
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Fie. 5. — Une méme cellule contient plusieurs corpuscules de volume 
inégal. 

Fic. 6. — Deux corpuscules de forme différente; l'un d’eux, en forme de 
brioche, rappelle la figure du noyau amiboide d’un leucocyte. 

Fie. 7. — Forme en levure du corpuscule. 

Fig. 8. — Le corpuscule, allongé et bilobé, représente une portion du 
noyau d’un leucocyte polynucléaire. 

Fic. 9. — 3 formes variées de corpuscules: 6, figure de croissant; c¢, 
figure de massue. 

Fig. 10. — a, taches chromatiques d’inégal volume; 6, c, poussiére chro- 
matique et dégénérescence chromatolytique des corpuscules intra-cellulaires. 

Fic. 44. — Coupe de la cornée inoculée : a cellule plate hypertrophiée. 
On remarquera le petit nombre des cellules migratrices attirées par la lésion 
épithéliale, leucocytes polynucléaires, b b; c,c, leucocytes représentés par de 
petites boules de chromatine réfringente; d, ¢, /, leucocytes intacts, entiers, 
ayant pénétré dans la couche épithéliale de la cornée; g, g, cellules épithé- 
liales contenant le pseudo-parasite. 


SUR LA PHAGOLYSE DANS LA CAVITE PERITONEALE 


PAR 


M. ic D' G. PIERALLINI, 
ASSISTANT DE LA CLINIQUE MEDICALE DE FLORENCE 


(Travail du laboratoire de M. Metchnikoff.) 


Si on injecte dans le péritoine d’un cobaye neuf 3 c. c. d'une 
émulsion de culture de choléra, additionnée de sérum préventif, 
les microbes présentent le phénomeéne de Pfeiffer, et M. Metchni- 
koff a observé en outre que, peu de minutes aprés l’injection, le 
liquide péritonéal devient plus transparent et finit par l’étre tout 
a fait, ala suite de Ja disparition des leucocytes. Cet état de choses 
dure d’une demi-heure a une heure ; puis les leucocytes réappa- 
raissent et lexsudat redevient peu a peu normal, ou subit des 
changements sur lesquels j’aurai a revenir plus ere 

A ce phénoméne, M. Metchnikoff a donné le nom de « Pha- 
golyse », parce que il était persuadé, comme il le dit, que les 
leucocytes se dissolvaient en partie dans le liquide, et en partie, 
réunis en amas, enveloppés « par une couche glaireuse », 
s’accolaient aux parois abdominales et aux divers organes. 
M. Durham’ s’est élevé contre celte maniére de voir, et, 
appelant leucopénie le phénomene que M. Metchnikoff attribue a 
la phagolyse, il repousse les conclusions de ce savant et celles 


dé MM. Kanthack et Hardy, pour deux raisons : 


1° On peut retrouver les cellules blanches, méme dans l'état 
leucopénique; 

2° En injectant méme des substances inertes dans le péritoine, 
elles disparaissent en grande partie et dans le méme laps de 
temps que les cellules. 

Ce désaccord entre M. Metchnikoff et M. Durham a été le 


1. Communication & la section de physiologie et de pathologie de l’Association 
britannique de Liverpool. 23 septembre 1896. V. aussi The mechanism of reaction 
to a etoneal infection, dans Journal of Pathology and Bacteriology, mars 1897, 
p. 3 
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point de départ d’une série de recherches que j’ai entreprises 
sur le conseil et sous la direction de M. Metchnikoff. Je lui en 
exprime ici mes sentiments de profonde reconnaissance; je 
remercie aussi M. Bordet, préparateur de M. Metchnikoff et 
tout le personnel de l'Institut Pasteur pour leurs conseils et leur 
amahbilité. 

Quelles sont les substances qui, injectées dans la cavité pé- 
ritonéale du cobaye, peuvent faire disparaitre les leucocytes de 
exsudat, et produire la période de phagolyse ou de leucopénie? 
D’aprés un grand nombre d’injections faites avec des liquides 
différents, je dois conclure qu’un liquide, quel qu il soit, 
injecté en quanlilé suffisante (3 c. c. a peu pres) est capable de 
produire le phénoméne; seule, la solution physiologique de sel 
marin s’est montrée généralement moins active, et m’a donné 
une diminution du nombre des cellules, mais jamais une dispari- 
tion compléte. Tous les autres liquides (eau, eau distillée, bouil- 
lon, solution de peptone, émulsion de cultures, etc.), injectés a 
la température ambiante (40-12°) ont eu le méme pouvoir. J’ai 
alors injecté les mémes liquides réchauffés a 38°, 39°. Dans ces 
conditions, la leucopénie était beaucoup moindre; il faut pour- 
tant noter que lorsque je me servais d’émulsions de cultures, 
bien que je les portasse a la méme température que les autres 
liquides, j’avais toujours une manifeste et intense diminution 
de cellules apres introduction dans le péritoine. 

D’un cété done, la solution physiologique de sel marin in— 
jeclée, méme a température basse, ne produit pas le phénomeéne 
avec lintensité des autres liquides, et d’autre part, pour les 
émulsions de cultures, l’augmentation de température ne suffit 
pas a en diminuer l’action. On peut donc en conclure que la 
température et Ja nature du liquide entrent en jeu dans le mé- 
canisme et Ja production du phénoméne. 

Quelle que soit la nature et la température du liquide injecte, 
le fait observé par M. Metchnikolf, c’est-a-dire la réunion en 
amas des leucocytes, dans les premiers instants qui suivent 
Vinjection du liquide dans le péritoine, ce fait, dis-je, est toujours 
constant. Il est évident que ces amas disparaissent du liquide 
et vont adhérer aux parois péritonéales et aux organes y con- 
tenus, lorsque lon trouve l’exsudat transparent, tandis que 
lorsque le liquide est plus chaud, le phénoméne est atténué: les 
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amas de leucocytes flottent alors dans l’exsudat, et on les voit 
presque a l’ceil nu. 

Ces amas de leucocytes accolés sont emportés, je crois, 
par les courants intrapéritonéaus. Le péristaltisme intestinal 
contribue certainement A produire ces courants, et ce péristal- 
tisme est augmenté aprés l’injection des liquides; plus ces cou- 
rants seront intenses, plus ces amas cellulaires seront em- 
portés facilement. 

Un liquide qui a & peu prés la méme température que le 
corps de l’animal auquel il est injeclé provoque moins le péri- 
staltisme qu’un liquide froid, et c’est pour cela, je crois, que 
Yon peut avoir les différences que j’ai déja exposées. 

De plus, le froid a une action vaso-constrictive : ne peut-il 
pas retarder Ja résorption du liquide et en faciliter action? J’ai 
essayé des numérations des cellules avant et apres les injections, 
pour avoir un critérium comparatif de l’action des différents 
liquides. Chacun sait combien ces numérations sont sujettes a 
Verrear, et combien on peut en critiquer les résultats. Voulant 
établir une moyenne du contenu normal en leucocytes du 
liquide péritonéal, j’ai obtenu des chiffres peu concordants 
(12,000-20,000-25,000 par m. m. c.) et ceci indépendamment de 
Vétat de jetne ou de digestion. Pendant la période de phagolyse, 
les leucocytes sont tres rares ou en amas, et la numération de- 
vient alors plus que jamais difficile et inexacte. Je ne donnerai 
par conséquent pas d’autres chiffres : je crois qu’en se servant 
toujours d’une méme quantité de liquide, quantité toujours facile 
a évaluer, et qu’en employant de petits grossissements, on peut 
mieux apprécier, par comparaison, la variation quantitative du 
contenu cellulaire du liquide. C’est le moyen qui m’a le mieux 
réussl. 

Qu’advient-il des leucocytes qui disparaissent du liquide 
péritonéal? Quelle .est Vinfluence directe qu’ils subissent par 
Vinjection du liquide? 

M. Metchnikoff dit que « cette hypoleucocytose peut étre en- 
visagée comme une vérilable phagolyse ». Et a cela, M. Durham 
objecte qu'il « n'y a pas destruction des leucocytes; ona sim- 
plement dépot des cellules sur la paroi péritonéale et sur les 
organes contenus dans cette cavité; ces cellules se comportent 
de méme que les substances inertes (encre de Chine, etc.). » 


Sate Sas es re ihe vine Fi sal thal Se a oe ee, ee = pape eae ee ee ee 


PHAGOLYSE DANS LA CAVITE PERITONEALE. 34 


M. Durham n’a pas pensé & examiner I’état et la vitalité des 
leucocytes dans cette expérience, et c’est ce que j'ai essayé de 
faire : j’ai sacrifié les animaux un quart d’heure apres Vinjection, 
alors que le liquide abdominal étaitcomplétement transparent; j’ai 
recueilli délicatement sur une lame les leucocytes déposés sur 
les masses inteslinales et surtout sur le grand épiploon. Ces 
leucocytes, examinés en goutte suspendue, étaient complotement 
immobiles. Toutefois, mis & l’étuve pendant deux heures, ils 
recouvraient leurs mouvements. 

Leur immobilité était-elle due & injection? La chose est 
difficile 4 dire, parce que si l’on sacrifie un animal neuf et si on 
retire lexsudat par la méme méthode, les leucocytes sont aussi 
immobiles et ne reprennent leurs mouvements qu’aprés un 
séjour d'une heure a l’étuve. Si on ajoute aux leucocytes une 
petite quantité de culture de diphtérie ou de]’encre de Chine, on 
peut voir, deux heures apres, que non seulement ils reprennent 
leurs mouvements, mais quils sont de plus aptes & la phago- 
cytose. 

Pour me rendre compte des phénoménes qui se passent dans 
Vorganisme, j’injectai de l’encre de Chine, du vermillon, et des 
émulsions de cultures avec le liquide méme dont je me servais 
pour produire le phagolyse. 

Avec des substances colorantes, on est tout de suite frappé 
par le phénoméne noté par M. Durham. Apres un quart d’heure, 
sur le grand épiploon tout enroulé sur luicméme, on voit qwil 
s'est déposé la plus grande partie dela matiére injectée. 

En ce point, si on recueille les leucocytes, on peut voir, a 
Vétat frais ou en préparations colorées, qu’en réalité il s’est 
produit un certain degré de phagocytose. Dans deux cas ou j’avais 
injecté une culture de choléra avec du sérum préventif dans 
le liquide abdominal (un quart d’heure aprés), il était resté des 
lymphocytes et beaucoup de vibrions intacts, tandis que dans 
lexsudat enlevé directement du grand épiploon, on trouvait des 
leucocytes en train de remplir leur rédle phagocytaire, et les 
vibrions, al’intérieur et a l’entour des cellules, avaient tous subi 
le phénoméne de Pfeiffer. Evidemment les leucocytes avaient si 
vite disparu du liquide, ils s’étaient si rapidement amassés sur 
le grand épiploon, que les microorganismes, demeurés libres 
dans l’exsudat, n’avaient pas subi l’influence du sérum préventif, 
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tandis que la ow les leucocytes se trouvaient amassés, le phé- 
nomene s’était produit avec la plus grande intensité. 

Pour mieux juger de la chose, on peut faire des préparations 
de tout le grand épiploon; celui-ci peut étre étendu sur deux 
lames, fixé avec du sublimé et coloré. De cette fagon, on peut 
voir 4 un faible grossissement les amas cellulaires, leur dispo- 
sition sur la membrane et leurs rapports avec Ja substance 
injectée. On voit alors ceci: les leucocytes et l’encre de Chine 
sont réunis en amas ; les amas ne sont pas disposés sur toute la 
surface du grand épiploon (parce que celui-ci se présente en 
général replié sur lui-méme), mais sur une ligne qui correspond 
a sa surface de contact avec le liquide abdominal. Les amas des 
cellules, aussi bien que les amas d’encre, paraissent entourés 
dune couche glaireuse, qui semble en faire un tout compact. 

Beaucoup de leucocytes contiennent des granules noirs, 
mais non tous, et souvent l’on voit, & cOté d’amas de grains 
noirs, des leucocytes restés vides; on a,en somme, une phagocy- 
tose incomplete. 

Sion colore ensuite la préparation par la méthode de Wei- 
gert, pour mettre en évidence la fibrine, on voit que les amas 
sont traversés dans tous les sens par de fins tractus fibrineux, 
qui forment comme un reticulum ot sont emprisonnés les grains 
noirs et les cellules. Le fait de la formation de fibrine indique 
certainement qu’une destruction cellulaire a suivi l’injection. 

D’autre part, il est évident que beaucoup des leucocytes 
recuelilis, pendant la période de leucopénie, ne. sont pas nor- 
maux ; quelques-uns sont comme augmentés de volume et 
moins facilement colorables ; d’autres sont comme déchiquetés, 
comme s'ils étaient plus fragiles que de coutume. Cet aspect 
des leucocytes et la formation de fibrine m’aménent a cette con- 
clusion qu’d la suite @injection intra-péritonéale de liquide, on doit 
avow une destruction partielle des leucocytes pendant la période de 
leucopénie. 

Tout ce que je viens de dire constitue ce que l’on peut obser- 
ver pendant une période de temps voisine de l’injection ; mais 
on sait déja qu’il se produit ensuite, quelquefois, un autre 
phénoméne non moins intéressant : c’est l’afflux énorme de leu- 
cocytes (surtout des leucocytes polynucléaires) et de cellules 
éosinophiles. 
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Ces éléments, ainsi que l’a vu M. Durham, commencent a 
envahir l’exsudat a la fin de la phagolyse; ils émigrent des 
capillaires du mésentére, qui en sont vite gorgés, et leur 
nombre atteint le maximum 18 a 24 heures & peu pres apres 
P injection. 

M. Issaeff a étudié chez les animaux ainsi « préparés » la 
résistance aux infections péritonéales, et a démontré qu’en réa- 
lité elle était supérieure 4 la normale. Il se servit, pour pro- 
duire cet afflux, de bouillon peptonisé et de solution de sérum 
physiologique. 

Ktant donnés les résultats de M. Issaeff sur l’influence de 
cette préparation de l’animal contre l’infection, on comprend 
comment le phénomene pourrait avoir son application pratique, 
et quel intérét il y aa déterminer les conditions dans lesquelles 
cet appel des leucocytes se produit Je plus favorablement. 

Le bouillon peptonisé a été la premiére substance et la plus 
usitée pour préparer les animanx ; mais il est facile d’observer 
combien ce moyen est peu sir. Le bouillon ordinaire de culture, 
fraichement préparé, est assez bon en général, mais il suffit, par 
exemple, qu’i] soit un peu vieux pour ne plus donner les mémes 
résultats. J’ai done recherché d’autres substances pour rempla- 
cer le bouillon. J’ai commencé par essayer |’eau distillée et sté- 
rilisée, et je n’obtins aucun résultat. J’ajoutai a cette eau du sel 
marin (a 0,65 0/0), en stérilisant le tout, et cela suffit pour 
obtenir une hyperleucocytose trés intense; j’eus ainsi des ani- 
maux mieux préparés qu’avec le bouillon, et constamment. On 
aurait pu aitribuer le fait 4 quelque impureté du sel marin, mais 
avec NaCl, KCl, LiCl chimiquement purs, dissous dans l’eau 
dans les mémes proportions, j’eus les mémes résultats (en injec- 
tant toujours Jes 3c.c. habituels de solution). Donc, dans ce cas, 
toute substance organique était certainement exclue, et la solu- 
tion saline seule avait amené Ja réaction péritonéale. L’afflux 
maximum se produisait, comme je l’ai dit plus haut, apres 
20 heures; apres 24 heures commencait la diminution, qui 
allait toujours en s’accentuant, et vers le troisiéme jour l’exsu- 
dat pouvait étre considéré comme normal. 

J’ai répélé les expériences de la phagolyse chez les animaux 
ainsi préparés pour avoir un terme de comparaison avec les ani- 
maux non préparés. 
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Procédant en tout de la méme facon et retirant l’exsudat un 
quart d’heure aprés linjection, on n’a jamais, chez les animaux 
préparés, une diminution de leucocytes aussi exagérée que chez 
les animaux qui ne le sont pas; toutefois, si l'on tient compte 
du nombre plus grand de cellules qui se trouvent dans le liquide 
chez les premiers, il est certain que l’on a une diminution pro- 
portionnelle. L’examen du grand épiploon entier peut le 
démontrer. 

En effet, aussi dans ces cas, on trouve sur le grand épiploon, 
replié sur lui-méme, des amas des leucocytes agglomérés, 
comme l’on trouve des amas de corpuscules noirs, ou de 
microbes (selon ce que l’on a injecté). A ]’examen microscopique, 
on trouve toujours une phagocytose extraordinaire, beaucoup 
plus intense que chez les animaux non préparés. Si ona 
injecté par exemple une méme quantité d’encre de Chine, on 
troave rarement, sur le grand épiploon de l’animal préparé, des 
grandes masses libres de grains noirs a cété de leucocytes vides; 
ici presque toute la substance noire est a l’intérieur des cellules. 
Les leucocytes et la substance colorée sont ici plus uniformé- 
ment disséminées sur Ja surface du grand épiploon, la distribu- 
tion en masses enveloppées d’'uue couche glaireuse manque 
ou est beaucoup moins accentuée, tandis que cette distribu- 
tion était caractéristique des autres préparations. De méme, en 
employant la méthode de Weigert, on constate que la fibrine 
est beaucoup moins abondante. 

Outre l’augmentation de la phagocytose, l'ensemble de ces 
particularités démontre que, dans le cas présent, les leucocytes 
ont été moins altérés par l’injection ; cela explique pleinement 
les résultats de M. Issaeff 4 propos de Ja résistance a l’infection. 

La comparaison de ces préparations avec celles de la pre- 
mitre série met encore mieux en relief les caracteres d’altéra- 
tion leucocytaire que j’avais d’abord observés, et je conclus que, 
chez les animaux préparés, la résistance des cellules est certainement 
plus forte; cest ainsi que Von peut réaliser une phagocytose beau- 
coup plus intense, et une destruction de leucocytes infiniment plus 
petite, @ la suite de Vinjection de liquides différents. 
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MARCHE DE TIMMUNISATION ACTIVE CONTRE LA DIPHTERIE 


PAR Cart Jur. SALOMONSEN sr Tuorvatp MADSEN 


(Laboratoire de bactériologie médicale de l'Université de Copenhague.) 


En 1891, Ehrlich a le premier indiqué une méthode pour 
apprécier en nombres exacts le degré d’immunité; peu apres, il 
démontra que, par l'allaitement, les antitoxines peuvent passer 
de la mére au nourrisson. 

En 1892, s’appuyant sur ces deux bases, il fit, en collaboration 
avec M. Brieger', une série de recherches sur la marche de l’im- 
munisation chez une chévre vaccinée contre le tétanos. La 
chévre, traitée pendant quelque temps par des doses croissantes 
de toxine, fut injectée avec 75 c. c. de bouillon tétanique trés 
virulent, et, dans le cours des sept semaines qui suivirent, on 
contréla le pouvoir immunisant du lait tous les deux jours ou 
chaque jour. Les dosages furent faits d’aprés la méthode des 
multiples, en injectant a des souris 0,2 c. c. de lait, et, au bout 
de 24 heures, du poison ltétanique a dose variable. 

Ein procédant ainsi, Ehrlich et Brieger réussirent a prouver 
que, dans les 24 heures qui suivent immédiatement l'injection, 
Je pouvoir antilétanique du lait tombe de 4,000 a 1,000, puis se 
met a remonter pendant Jes deux jours suivants, pour alteindre 
en dix-sept jours un maximum de 9,000; aprés quoi, durant les 
treize jours qui suivent, ce pouvoir baisse jusqu’a 4,000, point 
auquel il reste assez longtemps stationnaire, s’y maintenant jus- 
qu’au relévement produit par une nouvelle injection. Khrlich et 
Brieger désignent ce phénoméne sous le nom de marche ondula- 
foire de immunisation. )’apres eux, l’explication la plus plau- 
sible de la chute est que le virus tétanique neutralise ou détruit 
de quelque maniére l’antitoxine du sang, et que la hausse est 


4. Earticu und Briecur. Beitrage zur Kentniss der Milch immunisirter Thiere. 
(Zettsch. f. Hygiene, XIII, 1893.) 
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due a une surproduction de cette substance, surproduction par 
laquelle Vorganisme cherche a couvrir sa perle, comme on 
le voit si souvent en biologie. Durant les jours qui suivent, |’équi- 
libre se rétablit. Les deux auteurs font remarquer que leurs 
recherches ont aussi de l’importance pour la prompte fabrication 
d’un sérum trés actif. En effet, si, au bout de dix-sept jours, on 
renouvelle l’injection de tétanotoxine, on aura les meilleures 
chances de renforcer le pouvoir antitétanique du sang. 

Depuis qu’Ehrlich et Brieger ont communiqué leurs recherches 
sur Ja marche de)’immunisation, personne, & notre connaissance, 
n’a publié une pareille série d’expériences soit sur le tétanos, 
soit sur d’autres maladies infectieuses. Et pourtant, en pour- 
suivant sur le méme animal et assez longtemps de telles séries 
de mensurations exactes du pouvoir immunisant, on obtiendrait 
sans doute des renseignements précieux sur plus d’un point 
obscur de la doctrine de l’immunité, et sur le meilleur mode de 
préparation rationnelle des divers sérums thérapeutiques. Nous 
avons tenté la méme voie qu’Ehrlich et Brieger pour fournir 
notre contingent ala connaissance de la marche de l’immuni- 
sation active vis-a-vis de la diphtérie. 

L’animal servant & nos expériences était une jument qui 
pesait 665 kilos; le pouvoir de Ja toxine diphtérique employée 
(culture en bouillon filtrée) était tel qu’a la dose de 0,1. c. elle 
tuait en moins de 48 heures un cobaye de 500 grammes. On 
commenea par une dose de 1 c. c. et on continua par doses crois- 
santes* jusqu’au 119° jour; alors le total des injections sous- 
cutanées de toxine atteignait 3,540 c. c. ; Ja derniére dose fut de 
1,000 c. c. °. Lajument se montra pleine et, pour éviter un avor- 
tement comme nous en avons observé chez des chévres em- 
ployées pour des expériences analogues sur l’immunisation 
contre la tuberculose, nous avons cessé les injections pour ne 
les reprendre qu’apres la parturition ; celle-ci eut lieu le 154° jour 
apres le début de immunisation. Une saignée d’essai pratiquée 
le 135° jour fit constater que le sérum de la jument contenait 

1. Voir tableau I. 
2. Pour les petites doses, on employa des cultures en bouillon, stérilisées au 


filtre Chamberland; pour les doses plus fortes, on se servit d’une toxine en solu- 


tion plus concentrée (10 a 20 fois) et préparée en précipitant les cultures en 
bouillon @ Vaide de sulfate d’ammoniaque et dissolvant dans une solution de 
chlorure de sodium a 40/0. Toutefois, dans ce qui suit, les doses sont indiquées 
comme culture au bouillon filtrées et ayant le pouvoir désigné dans le texte. 
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150 unités d’'immunisation par centimétre cube ; mais le 23° jour 
aprés la parturition l’on trouva que le pouvoir était tombé a 45 ', 
tandis gue le pouvoir antidiphtérique du lait se tenait entre 4/2 
et 3/4, le sang du nourrisson donnant 9°. On reprit done les 
injections en augmentant la dose de toxine de 10041,000c. c., et 
la jument ayant de la sorte recu une nouvelle quantité de 
4,400 c. c., ce qui porte le total & environ 8 litres de toxine 
diphtérique, nous commencames nos mensurations le 242° jour 
apres le début de immunisation. 

Le lait fut recueilli chaque jour ala méme heure et avec la 
plus grande propreté possible dans les flacons stérilisés qu’on 
maintenait sur la glace. 

Le sang fut tiré soit de la veine jugulaire, soit, par simple 
ponction a la lancette, d’une veine hypodermique. 

Nous employames pour nos mensurations la méthode indiquée 
par Ehrlich en 1894*. D’apres notre expérience, c’est la plus pré 
cise etla plus rapide de toutes celles pratiquées jusqu ici, et celle 
qui exige le moindre nombre de cobayes et les plus jeunes *. 

comme on le sait, le but de cette méthode est de déterminer 
quelle est la quantité minima de sérum suffisanle pour neutraliser 
complétement les effets d’une dose de toxine diphtérique égalea 
a dose dix fois mor your un cobaye de 250 grammes. 
la dose dix fois mortelle y 1 cobaye de 250 gramm 

Comme cette méthode semble étre employée d'une maniere 
un peu différente dans les divers laboratoires, nous ajouterons 
que nos injections du mélange ont toujours eu lieu a la dose de 
4c. c. sous la peau du colé gauche de la paroi abdominale ; que 
le cobaye employé pesait 250 grammes et subissait le contrdle 
durant les quatre jours qui suivaient | inoculation. La toxine était 
regardée comme complétement neutralisée quand |’état sanitaire 

4. Dans un travail ultérieur, nous nous occuperons plus en détail de la baisse 
du pouvoir antidiphtérique du sérum observée souvent chez les chevaux 
immunisés. 

2. Le nourrisson continua de téter sa mére; peu apeu la sécrétion du lait décrut 
notablement. Le 78¢ jour aprés la parturition, on mesura de nouveau le pouvoir 
antidiphtérique du sang du poulain et on trouva une valeur entre 1 et 5, le sang 
de la mére donnant alors 120, son lait 5/8. 

3. Enrica u. Wassermann. Ueber die Gewinnung der Diphterie-Antitoxine aus 
Blutserum u. Milch immunisirter Thiere. (Zeztsch. f. Hygiene, 1894, XVIII, 239.) 

4. Dans un ouvrage de Th. Mansun : Recherches expérimentales sur la toxrine 
diphtérique, Copenhague, 1896 (dont partie est reproduite en traduction dans le 
Zeitschrift f. Hygiene, 1897. Ueber Messungen der Stirke des antidifterischen 
Serums), on trouvera in extenso une critique donnant la valeur des diverses mé- 
thodes de mensuration appliquées au pouvoir du sérum antidiphtérique. 
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général des animaux restait bon, que leur poids augmentait et 
qu’au bout des quatre jours, ils ne présentaient aucun signe d’in- 
filtration surle point injecté, soit qu’elle n’eat pas eu lieu du tout, 
soit qu’elle ett tout a fait disparu avant l’expiration dudit terme. 

Des expériences comparatives ont fait constater l’identité de 
nos unités d’immunisation et de celles du « contréle d’état » des 
Allemands. 

(Quant au pouvoir antidiphtérique du sang, on tacha de le 
déterminer avec une exactitude de 5 unités d’immunisation par 
centimetre cube; celui du lait le fut a 41/8 de cette unité. Les 
fortes oscillations du pouvoir antidiphtérique qui se manifestent 
dans l’immunisation active rendaient impossible de déterminer 
au préalable le pouvoir du sérum le plus convenable pour le 
premier essai. Or, c’est justement en pareille circonstance que 
la méthode Ehrlich est d’une grande valeur par sa rapidité. 

En général, dés la fin du premier ou du second jour, on peut 
voir quelle direction il faut donner aux essais qui suivront et, 
tant le lait que le sang, bien conservés sur la glace, se maintien- 
nent assez longlemps sans altération pour qu’on puisse établir 
le degré exact du pouvoir antitoxique. 

Nous avons fait nos efforts pour éliminer toutes les sources 
d’erreur autres que celle qui provient, sans qu’on puisse l’éviter, 
des divergences purement individuelles des animaux d’expé- 
riences. Autant que possible, nous n’avons employé que des 
animaux élevés par nous-mémes, et veillé 4 ce que tous fussent 
alimentés d’une maniére identique et vécussent dans des condi- 
tions tout a fait pareilles. Dans le cas ot nous avons di acheter 
des animaux ailleurs, nous etimes soin de les acclimater avant 
de les faire servir a nos expériences. Comme on l’a dit, la mé- 
thode est excellente, et nous pouvons nous ranger d’emblée a 
avis d’krlich et Wassermann sut les garanties qu’elle présente. 
A titre d’exemple, on citeraici(Tab. III) les mensurations effec- 
tuées Je troisieme jour de lexpérience sur le pouvoir antidiphté— 
rique du lait; les tableaux [fet If bis pourront donner une idée 
de la maniére dont le cobaye réagit sur les différents mélanges. 

O signifie pas d'infiltration, et % infiltration. 

Le résultat de la série compléte des mensurations se présente 
sous une forme graphique dans la planche ci-contre. Le tracé 
relatif au lait est en traits pleins, l’autre correspondant au sang 
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est en traits discontinus. Les jours d’expériences ont été pris 
pour abscisses, les degrés du pouvoir antidiphtérique, pour or- 
données. Les ordonnées du lait sont reproduites 4 une échelle 
200 fois plus grande que celle du sang’. 

4° En commencant par considérer les rapports du lait, nous 
trouvons que son pouvoir antidiphtérique subit, immédiatement 
apres la premiere injection de toxine, une chute trés forte. Des 
le lendemain de injection de 1000 c. c. de toxine, le pouvoir 
tombe & 4/8; le troisitme jour, il a baissé jusqu’a 2/8 pour se 
relever du troisitme au neuvieme jour et atteindre 7/8. Le 
dixiéme jour encore, le lait garde ce méme pouvoir; mais le trei- 
zieme jour, il est tombé a 5/8 et se maintient & ce point, sans 
altération, du treizitme au vingt-deuxiéme jour; alors une forte 
saignée suscile une modification de l'état. Donec, chez le cheval 
immunisé contre la diphtérie, nous retrouvons, aprés l’injection 
de toxine, la marche ondulatoire observée par Ehrlich et Brieger 
chez la chévre immunisée contre le tétanos, savoir la chute sou- 
daine et la hausse rapide suivie d’une nouvelle baisse jusqu’a ce 
que le lait s’arréte & un certain degré de pouvoir. Abstraction 
faite des dates, puisque le pouvoir atteignit son maximum le 
neuvieéme ou dixiéme jour dans les expériences antidiphtéri- 
métriques sur le cheval, et le dix-seplitme ou dix-huitieme jour 
dans les expériences antitétanométriques sur les cheévres, la 
concordance est complete. La marche ondulatoire se reproduit 
(voir la planche) tant apres Pune qu’aprés l'autre des injections 
de toxine qui suivirent, bien qu’avec certaines dissemblances 
sur lesquelles nous reviendrons plus tard. 

2° Un examen plus précis des relations entre les pouvoirs 
_antidiphtériques respectifs du sang et du lait offre un grand 
intérét sous divers rapports. Tant que notre ignorance sera com- 
pléte sur les lieu et mode de formation de l’antitoxine dans 
l’animal immunisé, sur V’aptitude de tous les tissus du corps A 
produire celte substance, ou sur le privilége de certaines especes 
de cellules particuliéres et déterminées, nous ne saurions pré- 
tendre que les relations entre le pouvoir antidiphtérique du sang 


4. La relation entre les pouvoirs antidiphiériques du sang et du lait durant 
la periode d’essai est indiquée exactement par le nombre 1/19%, état de choses 
qui a persiste sans modification pendant les 43 jours qu’a duré experience, tel 
quwil résulte des chiffres cités page 321. Les mensurations faites antérieurement, 


23 jours aprés la parturition, ont fait trouver un rapport différent, savoir 1/90 


whith Metal a 
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et celui du lait restent constantes durant la marche de l’immv- 
nisation. Des expériences en grand sur cette question sont im- 
praticables sur des animaux de petite taille, et c’est & peine si les 
chévres s’y prétent. Par contre, le cheval se préte & une pareille 
série d’expériences : aussi avons-nous profité de l'occasion pour 
expérimenter sur notre jument pouliniere. En tout, nous avons 
fait dix-neuf déterminations du pouvoir que manifestent simul- 
tanément le sang et le Jait ; mais, 4 cause de quelques accidents, 
il nous faut en défalquer la détermination du pouvoir du lait 
faite le premier jour d’expériences. Malheureusement il manque 
une détermination du pouvoir du sang afférente au troisieme 
jour, parce que, n’élant pas préparés & une hausse si rapide, nous 
remimes la saignée au guatriéme jour. Voici le résultat des 


mensurations : les nombres indiquent les unités d’immunisation 
par centimetre cube. 


JOUR LAIT SANG JOUR LAIT SANG 


{ 6/8 120 26 4/8 100 
2 4/8 > 28 4/8 100 


a 
‘ 
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Un regard surla courbe produira aussit6t impression d’une 
concordance tout a fait extraordinaire entre les hausses et les 
baisses du pouvoir antidiphtérique du sang et du lait. Ces deux 
liquides se cOtoient, soit que les variations du pouvoir proviennent 
de l'injection de toxine (1° au 13° jour et 32° av 41° jour), soit 
qu’elles aient pour cause la saignée (22° au 26° jour). Les pério- 
des intermédiaires (13° au 22° jour, 26° au 32° jour) ne présen- 
tent non plus aucun déplacement des relations entre lesdits 
degrés du pouvoir. La fidélité de cette impression se justifie 
aussi par l’étude des nombres des dix-huit observations pré- 
sentées. 

Or, en songeant quici lon a affaire & deux substances dont 
la nature nous est tout a fait inconnue (toxine et antitoxine 
diphtériques) et dont le dosage ne peut étre pratiqué qu’a l'aide 
dune réaction physiologigue sur un animal d'une espéce déter- 
minée, on se sent 4 l’abri du reproche de témérité si l’on admet 
que les petits écarts sont dus aux erreurs d’expériences inévita- 
bles, et qu’en réalité le rapport entre les pouvoirs antidiphtériques 
respectifs du sang et du lait a été absolument le méme a n’im- 
porte quel moment des guarante-trois jours durant lesquels ces 
déterminations furent faites. 

Sil’on prend en considération les relations décrites ici, savoir 
que le pouvoir antidiphtérique du sang était environ 200 fois 
plus fort que celui du lait; que ce rapport se maintint constant 
durant une si longue partie de la période de lactation ; que le lait 
copiait exactement les oscillations du sang tant faibles que fortes, 
soit qu’elles fussent causées par linjection de toxine ou par la 
saignée; alors on trouve extrémement invraisemblable que les 
cellules des glandes mammaires participent en des proportions 
assez Saillantes 4 la formation de l’antitoxine. Le plus probable 
sera d’admettre que la substance antidiphtérique toute faite est 
transmise da sérum au lait, et lorsque, dans son remarquable 
Apercu critigue des théories cellulaires de ’immunité:, Metchni- 
koff, cherchant 4 expliquer pourquoi Je pouvoir antitoxique du 
lait est relativement considérable, argue de son exubérance en 
cellules et détritus de cellules, et veut trouver dans cette propor- 
tion un point d’appui pour la doctrine de Vorigine cellulaire des 


4. LusarscH und Osrertac. Ergebnisse d. allg. Aetiologie, 1896, p. 337. 
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antiloxines, cela ne nous parait pas assez fondé, vu les résultats 
ci-dessus communiqués ; 

3° Comme nous l’avons déja fait remarquer, la marche ondu- 
latoire fut constatée apres chacune des trois injections de toxine 
pratiquées respectivement les 1°, le 32° et le 43° jours. Mais, bien 
que dans ces trois cas la quantité de virus fat tout a fait la méme, 
effet ne fut aucunement identique. Aprés la premiére injection, 
la chute fut tres considérable', et la hausse qui suivit eut lieu 
en proportion, (de 120 2170); apres la seconde injection, la chu te 
fut moindre (de 100 a 65) et la hausse le fut également( de 100 
a 120); enfin la chute fut encore plus faible apres la troisieme 
Injection qu’aprés la deuxitme (de 120 a 105); dans la hausse 
qui vint apres, le pouvoir monte jusqu’a 135. C’est a peine si, 
dans l'état actuel, plein de lacunes, de nos connaissances sur le 
mode de production des antitoxines et sur ce qu’elles deviennent 
dans l’organisme, il est possible d’interpréter d’une maniere 
saisfaisante les relations décrites. En ce qui concerne les diverses 
phases de la marche ondulatoire, c’est tout d’abord lachute rapide 
succédantimmeédiatement a Vinjection de toxine, quiréclame une 
explication. En effet, il est évident que l’antagonisme existant 
entre les deux substances, toxine et anlitoxine, se manifeste 
d'une tout autre maniere dans le sang du cheval vivant que dans 
le mélange in vitro. Prenons, par exemple, les nombres trouvés 
apres la seconde injeclion : nous y verrons une chute de 100 a 
65 unités @immunisation par c. c. Ce fort abaissement est di a 
injection d'un litre de toxine qui contient 38,461 fois la dose 
minima (0, 026 c. c.) sirement mortelle pour un cobaye de 
250 grammes; or, le 32° jour, le pouvoir antidiphtérique du sang 
de cheval était 100; par conséquent environ 3,8 c.c. de sang de 
cheval suffisaient 4 neutraliser completement l’action de la quan- 
tuité de toxine injectée. 

Le cheval pesait 665 kilos, et comme la masse de son sang 
peut en conséquence s’estimer a 51 litres, le pouvoir antidiphté- 
rigue du sang n’aurait pas di, si l’addition de toxine avait eu lieu 
invitro, baisser de plus de41/13,000, tandis qu’aprés l’injection dans 
le sang, ce pouvoir baissa de plus de 1/3. 


4. Conformément ace qu’on a communiqué plus haut, nous sommes d’avis 
qu’on peut prendre pour point de départ le fait que la chute du pouvoir du sang 
a été, méme le troisiéme jour d’expériences, proportionnelle a celle du pouvoir 
du lait. 
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A priori, il n’y a absolumentrien qui empéche d’admelttre que 
la toxine diphtérique exerce une tout autre action sur Vantitoxi- 
ne du sang en circulation dans l’individu vivant que sur le sang 
extrait et sans vie. Vu la concordance des recherches faites par 
Roux et Vaillard, Buchner, Wassermann, Calmette et autres, on 
doit aussi regarder comme établi qu’en tout cas, certaines toxi- 
neset antitoxines ne s'entre-détruisent pas par le mélange in vitro ; 
mais cela n’empéche pas que, in vivo, il puisse y avoir saturation 
ou destruction de l’antitoxine apres l’injection de la toxine, ainsi 
que l’admettent Ehrlich et Brieger. 

Cependant leur hypothése est contredite par les effets trés 
différents des trois injections. Ou employa pour la seconde injec- 
tion exactement la méme toxine que pour la premiere et a dose 
striclement identique. Si, dans la premiere injection, la quantité 
totale de toxine fut introduite en un seul point de la peau, tandis 
que la seconde fois on la répartit sur trois points ', il ne saurait 
en résulter une différence appréciable; la saignée pratiquée onze 
jours avant, et ala suite de laquelle l’équilibre antitoxique s’était 
rétabli depuis déja six jours, n’y est sans doute non plus pour rien. 

4, C’était dans le but de prévenir la formation des abcés qui se produisent 
relativement avec fréquence apres une forte injection de toxine précipitée. Onze 
abceés faisant suite a l’injection de toxine concentrée (voir page 346, note au bas) 
ont subi un examen bactériologique. Le pus a été examiné au microscope et de 
plus cultivé, tant aérobiquement qu’anaérobiquement, dans du bouillon et dans 
de la gélose nutritive Dans trois cas, le pus contenait des micrococci, et dans 
deux cas de gros batonnets trop peu nombreux pour empécher de révoquer for- 
tement en doute leur importance pyogéne. Dans six des -onze cas, le pus était 
stérile. La toxine employée pour ces six experiences avait été stérilisée dans 
quatre cas par le toluol, dans deux cas par simple filtration Chamberland. En 
aucun cas, les abcés causés par la toxine ne firent constater une élévation de la 
température du cheval : mais, du reste, ces ancés différaient beaucoup d’aspect 
clinique. Tels d’entre eux enrent une période aigué : a peine au cinquiéme ou 
sixiéme jour aprés Vinjection, ils donnérent signe l'une large fluctuation et cau- 
sérent une nécrose cutanée restreinte. D’autres eurent un cours trainant et ne 
furent ouverts que trente ou quarante-six jours apres l’injection. Une seule fois, 
le pus fut filant et glaireux, tandis que le plus souvent il était épais et floconneux, 


parfois méme grumeleux.,Une fois évacués, les abcés se cicatrisérent généralement 
trés vite. 


Trois fois on a déterminé les pouvoirs antidiphteriques simultanés du sang et 
du sédiment cellulaire du pus. Voici les résultats, 


UNITES D' IMMUNISATION PAR C. C. 


Comparer les expériences faites dans le méme sens sur le tétanos par R 
‘ ; ) t 
Vaillard, Annales de V'Institut Pasteur, VII, 1893, p. 82. : 
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On ne peut pas non plus voir dans la circonstance gu’avant 
Ja premiere injection, lesang du cheval avaitun pouvoir de 120, 
avant la deuxiéme injection un pouvoir de 100, une explication 
admissible de la différence entre les deux chutes s’il était ques- 
tion de saturation ou de destruction. L’explication la plus natu- 
relle de la ditférence de réaction du cheval aux deux injections 
est qu’au 32° jour, l’animal avait absorbé 1 litre de toxine de 
plus qu’au 1° jour: qu’en d’autres termes, il avait plus de résis- 
tance a Ja toxine lors de la seconde injection qu’d la premitre. 
Cette hypothése conduirait peut-étre a expliquer la forte chute 
du pouvoir antidiphtérique apres l’injection de toxine. 

Nous avons déja fait ressortir plus haut notre ignorance pour 
ainsi dire compléte sur le mode de production de l’antitoxine et 
sur ce quelle devient dans lorganisme. Le pouvoir spécifique 
des antiloxines et la hausse que l’accroissement des doses de 
toxine fait subir au pouvoir antitoxique du sang, firent natu- 
rellement surgir aussit6t ’opinion gu’il y avait la une transfor- 
mation directe de la substance toxique, sous influence de 
certaines espéces de cellules déterminées ou peut-étre de toutes 
les cellules de l’organisme intoxiqué. Les célébres expériences 
de Roux et Vaillard sur l’antitoxine du tétanos devaient cepen- 
dant faire prendre a la pensée une autre direction. Ils consta- 
erent qu’en quelques jours on pouvait, en répétant les saignées, 
enlever a un lapin immunisé contre le tétanos une quantité de 
sang égale a la masse totale du sang de l'animal, et yue pourtant 
le pouvoir antitoxique du sang ne baissait pas notablement. Si 
la poursuite de ces recherches permettait de généraliser lesdits 
résultals, on pourrait concevoir ainsi le changement produit 
dans l’organisme par ]’intoxication : les cellules influencées par 
la toxine subiraient une modification durable et acquerraient la 
propriété de sécréter une nouvelle substance jusqu’alors étran- 
gere a l’organisme, savoir : Vantitoxine. L’organisme se trouve- 
rait ainsi doté d’une nouvelle fonction sécrétoire. En procédant 
plus loin dans ce cercle d’idées et admettant que l’organisme 
d’un cheval activement immunisé soit le foyer d’une production 
et d’une destruction incessantes de la substance antidiphtérique, 
la chute rapide qui suit les injections de toxine pourrait étre 
regardée comme la manifestation d’une intoxication des cellules 
qui produisent l’antitoxine, ces cellules s’accoulumant au poison 
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et, par la, se trouvant de nouveau moins entravées dans leurs 
fonctions de sécrétion a chaque nouvelle inoculation. Toutefois 
lajustesse de cette hypothése ne peut étre contrélée qu’a laide 
de documents d’expérience bien plus abondants que les ndtres. 
4° Dans ce qui précede, nous nous en sommes tenus principale- 
ment a comparer entre elles les réactions qui suivent la premiere 
et la seconde injections de toxine. Sil’on y joint la troisieme, on 
voit de plus en plus sauter aux yeux la décroissance d’action de 
cette méme dose de toxine. Mais on verra que l’effet de cette troi- 
siéme injection n’est pas absolument comparable a celui des pre- 
miére et deuxiéme injections. Ces deux-ci furent pratiquées a un 
moment ow le sang du cheval était arrivé a léquilibre antitoxique, 
c’est-a-dire o& son pouvoir antidiphtérique s’était maintenu 
sans altération durant une suite de jours, tandis que la troisitme 
injection fut faite & un moment ou le pouvoir antidiphtérique da 
sang prenait de l’accroissement ou venait d’atteindre son point 
‘culminant dans la période de surcompensation (Ehrlich et Brieger). 
Mais aussi le but de cette troisiéme injection était autre que 
celui des précédentes : nous l’entreprimes pour essayer s'il serait 
possible de pousser tres haut la propriété immunisante du sang 
en injectant une forte quantité de toxine le jour ot le sang avait 
atteint son maximum de pouvoir antidiphtérique apres linjection 
précédente de toxine. Ce procédé avait donné a Ehrlich et Brieger 
de bons résultats dans Jeurs expériences pour immuniser des 
chévres contre le tétanos. Comme le montre la courbe, la chute 
du pouvoir du lait apres la premiere injection fut trés raide : ce 
pouvoir ne resta qu’un joura 2/8, d’ou ilremonta vivement pour 
atleindre 7/8, son point.Je plus élevé, au bout de six jours, c’est-a- 
dire le neuvieéme ow dixiéme jour apres Vinoculation. Apres la 
seconde injection, la chute du pouvoir du lait fut aussi, il est vrai, 
fortbrusque; inais ce pouvoir se maintintdurantles troisjours sui- 
vants @ son maximum 5/16, aprés quoi il remonta a 5/8 dans 
espace de cing jours, soit le newviéme jour apres Vinjection. Il 
y demeura stationnaire durant trois jours, du dixiéme au douziéme 
jour. Comme, aprés l’examen provisoire des cobayes inoculés 
les 39°, 41° et 42° jours, nous étions fondé 4 supposer que le 
pouvoirdu sang avait atteint son point culminant, nous fimes une 
nouvelle injection de toxine le 43° jour, c’est-a-dire le douzieme 
jour aprés la derniére injection. Le résultat fut qu’aprés une tres 
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faible baisse (de 120 4105) qui dura quatre jours, on constata 
un accroissement relativement faible atteignant 135, et ce degré 
du pouvoir fut atteint dix jours apres l’injection de toxine. Ce 
qui saute immédiatement aux yeux ici, c’est qu’a cété des dis- 
semblances qu’on a fait ressurtir entre les trois périodes de 
réaction qui suivirent les injections, l’on trouve certains points 
ou la concordance est bonne. Dans les trois cas, la hausse mit 
cing & six jours pour passer du plus bas au plus haut degré de 
léchelle du pouvoir antidiphtérique, et dans ces trois cas le 
maximum fut atteint le newniéme ou dixeme jour apres V injection. 

Dorénavant, le mieux sera de choisir, pour saigner: le 
cheval, le dixitme jour aprés l’injection, quand on voudra lui 
soutirer un sérum aussi puissant que possible et, le cas échéant, 
il faudra aussi choisir le dixitme jour apres la derniére injec- 
tion de toxine pour lui faire une nouvelle injection dans le but 
de pousser Je pouvoir a son extréme hauteur. Avons-nous ici 
affaire & une particularité individuelle du cheval examiné, ou 
bien le maximum du pouvoir antitoxique est-il en général atteint 
le dixiéme jour chez les chevaux activement immunisés contre 
la diphtérie ? C’est ce que nous ne pouvons pas décider, car nous 
ne disposons pas de séries d’observations analogues pour d’autres 
chevaux 4 la méme phase de l’immunisation. Si de pareilles 
séries présentaient ce genre de relations, ce serait beaucoup de 
gagné pour la pratique de la fabrication du sérum. 
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DOSES DE TOXINE EMPLOYEES POUR L’ IMMUNISATION ACTIVE DU CHEVAL 


a a A AR A A 
1 


DOSES i DOSES 


JOUR ene REMARQUES JOUR Atos REMARQUES 
1 AOC: 154 Parturition 
° } i77 Saignée d’essai : 
; 7% unité 
42 3 dimmu mination par cc 
184 100 ce. 
15 4) 
188 200 
23 10 
195 400 
ey 20 
205 700 
36 25 
213 800 
A 50 
223 600 
45 79 
232 | 600 
50 100 
242 |1.000 Somme: 7.940 cc. 
57 150 
72 250 242 Sovugce esses : 
81 450 ; dimm unisation par ce 
92 600 
104 800 


449 {4.000 Somme: 3.540 cc. 


135 Saignée d’essai : 
150 unités 
@immunisation par cc. 
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IMMUNISA 


UNITES 
dimmunisation 


par c. ¢. 


12/8 
41/8 
10/8 
9/8 
8/8 


7/8 


LAIT 
(=r) 
re 


3/8 
5/16 
2/8 
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— APERCU DES EXPERIENCES SUR LES COBAYES 


TABLEAU II. 
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4« signifie infiltration; O signifie pas dinfiltration. La série horizontale des chiifres indique les jours d’expériences. 


330 ANNALES DE L’?INSTITUT PASTEUR. 


91/1] Ob 


I] OVATEVL Nd ALIAS 


68 | 96 | 7E | EE 


7 


GY | &Y 


LY 


1G | 67 


OL; 89 | 19} LS 


IMMUNISATION CUNTRE LA DIPHTERIE. 331 


TABLEAU III. — mensurations pu POUVOIR ANTIDIPHTERIQUE DU LAIT 
LE TROISIEME JOUR APRES L’INJECTION DE LA TOXINE. 


NOMBRE 
hates POIDS P Ol DS ; ae , Le 
into en les jours INFILTRATION REMARQUES 
par c. c. grammes. | d’expériences. 
295 nulle 
290 nulle 
2/8 270) vivant 
990 nulle 
300 nulle 
970 faible 
260 faible 
3/8 270 vivant 
280 presque disparue 
300 presque disparue 
260 faible 
260 faible 
4/8 270 vivant 
270 faible 
250 faible 
250 faible 
260 forte 
5/8 268 vivant 
27() forte 
250 forte 
245 forte 
230 forte 
6/8 250 vivant 
; 995 forte 
920 forte 
250 forte 
240) forte 
7/8 250 mort 
235 forte 
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METHODE DE COLORATION A LA ROIS SIMPLE 
ET CONTRASTANTE DES MICROBES 


Par M. CLAUDIUS, meépectn 4 CopENHAGuE. 


L’addition d’une solution aqueuse d’acide picrique a une 
solution aqueuse de violet de méthyle donne un précipité 
bleu indigo. La substance colorante ainsi obtenue a d'autres 
propriétés que le violet de méthyle: elle est insoluble dans 
l’eau et tres soluble dans l’alcool, le chloroforme, l’aniline et 
Vessence de girofle; elle n’a que peu d’affinité pour les noyaux 
cellulaires et autres éléments des tissus, tandis que son 
affinité pour certains microorganismes est extraordinairement 
grande. 

Cet état de choses sert de base au procédé de coloration 
qu’on va décrire. Par ce procédé, les microorganismes se colo- 
rent en bleu indigo foncé, qui contraste bien avec la couleur 
jaune des noyaux et des autres éléments histologiques. 

Voici les réactifs & employer : 


1. Solution aqueuse de violet de méthyle! a 4 0/0. 

2. Solution a moitié saturée d’acide picrique dans l’eau distillée 
(1 volume de solution saturée + 1 vol. d’eau). 

3. Chloroforme. 

4. Essence de girofle. 


A. — Coloration sur lamelles. 


Sécher, tlamber, colorer dans la solution de violet de 
méthyle pendant une minute, laver 4 l’eau, étancher au papier 
fillre, passer a Ja solution d’acide picrique durant une minute, 
laver a l'eau et étancher au papier filtre, laver au chloroforme 
tant qu il y a décoloration; il est préférable de faire cette lotion 


1, Dans mes expériences, j’ai employé le violet de méthyle 6 B extra (Merck, 
Darmstadt.) 
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en vase clos, par exemple dans une petite fiole & large goulot et 
houchon de verre; grace a cette précaution, l’on peut se cone 
tenter dune trés petite dose de chloroforme. Sécher, monter 
dans le baume du Canada. 

Sil’on ne désire pas conserver la préparation, la décolo- 
ration au chloroforme peut étre remplacée par |’application 
d’une goutte d’essence de girofle sur la lamelle ; cette goutte ne 
tarde pas a se colorer en bleu; on J’absorbe avec un papier 
filtre et cette opération se répete au besoin; la décoloration 
étant compléte, on peut examiner la préparation dans une 
goutte d’essence de girofle. 


B. — Coloration des coupes. 


Les coupes doivent étre aussi minces que possible et préfé- 
rablement collées sur la lamelle. 

Colorer durant deux minutes avec la solution de violet de 
méthyle ; Javer a ]’eau et étancher au papier filtre; passer a la 
solution d’acide picrique pendant deux minutes ; laver a l'eau, 
puis étancher avec soin et a diverses reprises au papier filtre; 
faire tomber sur la coupe une goutte d’essence de girofle, qu’on 
enléve en pressant avec un papier filtre, quand la goutte a pris 
une teinte bleu foncé; alors verser encore de l’essence de 
girofle sur la préparation, étancher de nouveau avec le papier 
filtre et continuer de la sorte jusqua ce que la préparation ait 
passé au jaune ; passer au xylol, monter dans le baume du 
Canada. 

On n’a besoin d’aucun déshydratant spécial si l’on procéde 
comme il a été indiqué; mais tient-on a en employer un, on le 
peut aussi: lalcool ne saurait servir, car non seulement il 
enléve l’acide picrique, mais encore iJ décolore légérement cer- 
taines bactéries, qui autrement gardent bien la couleur. 

L’aniline, au contraire, n’affecte pas la coloration des bac- 
téries, mais enléve l’acide picrique; son emploi force donc a 
renoncer au contraste des couleurs. | 

~ Quant au chloroforme, on peut s’en servir sans que nila 
coloration des bactéries ni le contraste des couleurs en 
souffrent. 

On peut ajouter que le procédé en question est compatible 
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avec une teinture préalable des noyaux, telle que Ja coloration 
-par le carmin au lithium. 


C. — Résultats. 


Parmi les 26 especes de bactéries auxquelles j’ai appliqué la 
méthode, les 17 suivantes se colorent : 
. Staphylococcus pyogenes albus et aureus. 
. Streptococcus pyogenes. 
. Pneumococcus Fraenkelii. 
4, Bacillus diphtherie. 
. Bacillus anthracis. 
. Bacillus erysipelatis suis. 
. Nocardia farcinica (farcin du beeuf). 
. Micrococcus tetragonus. 
. Bacillus tetani. 
. Bacillus lepree (prend bien la couleur, mais se décolore peu a peu 
si on le conserve dans le baume du Canada). 


41. Bacillus tuberculoseos hominis (prend mal Ja couleur). 
12. Bacillus tuberculoseos avium (difficile a colorer). 
13. Bacillus megatherium. 
14. Bacillus septiceemize muris. 
45. Bacillus Chauvei (charbon symptomatique). 
aw 16. Bacillus ceedematis maligni (vibrion septique de Pasteur). 
ie 17. Bacillus nekroseos (Bang). 
De ces especes de bactéries, une seule, le Bacillus nekro- 
; seos, exige des précautions quand on décolore par l’essence de 
fe girofle ; si elle agit tfop longtemps, les bactéries elles-mémes 
ie perdent leur couleur. Le microscope permet de contrdler la 
a. décoloration, et on lave au xylol, aussit6t que le degré voulu 
est atteint. 
En prenant ces précautions on peut obtenir dé belles pré- 
parations. | 
Voici les 9 especes qui ne se colorent pas: 
ql 4. Bacillus typhi. 
i 2. Bacillus coli communis. 


. Spirillum cholere asiatice. 

. Spirillum Metschnikowi. 

. Pneumobacillus Friedle nderi. 
. Gonococcus Neisseri. 

. Bacillus cyanigenus. 

. Bacillus prodigiosus. 

9. Bacillus pyocyaneus. 
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Sia la solution de violet de méthyle on ajoute un mordant 
tel que Vaniline ou l’acide carbolique, Je résultat reste le méme ; 
en outre, l’eau d’aniline rend trés instable Ja solution colorante, 
tandis que la solution dans l’eau pure se conserve fort bien, 

On voit d’abord que le traitement par le violet de méthyle 
et Vacide picrique donne une coloration isolée aux mémes 
bactéries qui prennent le Gram. Si, comme le font généra- 
lement les manuels, on regarde le Bacillus Chauvwi et le 
Bacillus edematis maligni comme refusant de prendre la couleur 
quand on les traite par la méthode Gram, c’est un peu a tort; le 
fait est que parfois on réussit a colorer ces deux especes de 
bactéries par le procédé Gram, tandis que d’autres fois on échoue. 
La méthode du violet de méthyle et de V’acide picrique assure 
toujours a ces deux microbes une bonne coloration. 

En ce qui concerne le Bacillus nekroseos, il échappe a la 
méthode Gram; aussi le traitement de cette bactérie par ie 
violet de méthyle et l’acide picrique a-t-il une certaine valeur 
diagnostique. 
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LES VAGUINATIONS ANTIRABIQUES A L'INSTITUT PASTEUR EN 1896 


Par HENRI POTTEVIN 


I 


Pendant l’année 1896, 1,308 personnes ont subi le traitement 
antirabique A l'Institut Pasteur: 4 sont mortes de la rage, la 
mortalité a done été de 0,3 0/0. 

Dans le tableau suivant, ces chiffres ont été rapprochés de 
ceux fournis par les statistiques des années précédentes. 


Années. Personnes traitées. Morts. Mortalité 0/0. 
1886 2.671 25 0,94 
1887 ib HIAU 14 0,79 
1888 4.622 g) 0,55 
1889 4.830 7 0,38 
4890 1.540 : 5 0,32 
1891 4 559 A 0,25 
4892 A790 4 0,22 
1893 1.648 6 0,36 
1894 4.387 i 0,50 
4895 1.520 5) 0,33 
4896 4.308 4 0,30 

II 


Les personnes traitées a ]’Institut Pasteur sont divisées en 
trois catégories correspondant aux tableaux suivants: 

Tasteau A. —La rage del’animal mordeur a été expérimen- 
talement constatée par le développement de la rage chez des 
animaux inoculés avec son bulbe. 

Tasieau B. — La rage de l’animal mordeur a été constatée 
par examen vétérinaire. 

Tasreau C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Nous donnons ci-dessous la répartition, entre ces catégories, 
des personnes traitées en 1896. 


‘. 
VACCINATIONS ANTIRABIQUES EN 1896. oom 
ss 
MORSURES MORSURES MORSURES ‘ : 
a la téte. aux mains. aux membres. TORAUK 
Ae ee acd wales rm mie 
2D ka = 3 na = 3 2 = 3 2 = 
2/2/22 /S/2)2/S (2 21212 
BSE OSE 0e Ness 6) log 
Tableau A......| 42 0 /0,0 58} 0 0 36) 4 12,84 ADO 4 
Tableau B...... 60 0 |0,0 || 436) 0 Oi aly a aiey T47| A 10,13 
Tableau C...... 33 4 10,3 || 209) 0 OMe ear Oe 27 455) 2 10,44 
Lotatxs. 2 5- 405 1 |0,95}]) 703) 0 0 |) 500} 3 10,6 11.308) 4 10,380 
Se a 2 RRR ES FE ER SR RE SEE EE SE 


Les tableaux suivants, qui contiennent les résultats acquis 
depuis l’origine des vaccinations, montrent que Ja gravité des 
morsures varie suivant leur sige, et que la mortalité est encore 


inférieure 4 4 0/0 pour Jes personnes mordues par des animaux 
surement enragés. 


Personnes traitées. Morts. Mortalité 0/0. 
Morsures ala téte. .... 1.608 21 1,36 
Morsures aux mains.... 10.254 49 0,47 
Morsures aux membres. 6.783 20 0,29 
INOOPHUD C3 & bon ore 18.645 90 0,48 

Personnes trailées. Morts. Morltalité 0/0. 
MableausAvads ft s a5 2.730 49 0,69 
hableausBncws es cee 41.629 56 0,48 
Mableauiiten ete eee cnt: 4,286 15 0,33 
Rotaux ts. 18.645 90 0,48 


Les nombres contenus dans les tableaux qui précédent sont 
ceux que l’on oblient en ne faisant figurer ni au nombre des 
morts ni au nombre des personnes traitées celles qui ont suc- 
combé ala rage, mais chez qui les premiers symptémes rabiques 
se sont manifestés moins de quinze jours apres la derniére ino- 
culation. Il est évident que l’effet des inoculations préventives 
n’est pas instantané ; il faut, pour que l’immunité soit acquise, 
qu'un certain temps se soit écoulé depuis la fin du traitement, 
tout comme dans le cas de Ja vaccination jennérienne et dans 
celui des inoculations préventives contre le charbon. 
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L’incubation de larage est de 15 jours environ chez Je chien 
quand on pratique l’inoculation intracranienne; il y a donc lieu 
de penser que chez les personnes qui manifestent des sy mptomes 
de rage dans les quinze jours qui suivent la vaccination, le virus 
avait commencé son action avant Ja fin du traitement, quin’a pu 


avoir toute son efficacité. 
Nous indiquons ci-dessous les résultats obtenus en comptant 


toutes les personnes prises de rage aprés la fin du traitement, 
méme celles chez qui les premiers symptOmes ont apparu lejour 
méme de la derniére inoculation. 


Personnes traitéesao- eee 18.695 
MortsyS oh oe eee 440 
Montalite 0) U kote rete cee ern 0,74 


Il arrive que quelques malades qui se présentent trop tardi- 
vement l'Institut Pasteur sont pris de rage avant la fin du 
traitement. Le nombre des cas dece genre s élevail atrente pour 
ensemble des six premieres années des vaccinations (de 1887 
& 1892 inclus), ilest de six seulement pour !’ensemble des quatre 
derniéres ; cette diminution est due ace que la création d’insti- 
tuts antirabiques dans les pays étrangers a permis de traiter sur 
place des malades qui arrivaient & Paris plusieurs jours, sou- 
vent plusieurs semaines apres avoir été mordus. 


Lel 


Au point de vue de leur nationalité, les 18,645 personnes 
traitées al’Institut Pasteur depuis sa fondation se répartissent de 
la fagon suivante : 


AllemagneacReen. oe 44 Indes Anglaises..... 95 
Angletertets2- es. eee 870 Maroe,-22. pee 2 
ANUP DKO NGS aia no do neo om aoe 94 Rortugallaearaee 333 
Beleiquesen teens. ee 429 OUI ane ane 3 
Brest aint uote ane 13 INUSSIC se pee nee 194 
Eeyplel eee re 5) Serbiesor:- tere ee i) 
Espagne. ceric eure 353 SUISS@s ee eee 82 
Etats-Unis i. mass aces 33 UrUIC Seen cee 3l 
GTECC. eee eee 175 Bullearlen aay eee 4 
Hollande ss.) aaseeeree 87 MONA COn ee Eee 2 
[ealies 5.2). o.e eee 159 


soit 3,096 étrangers et 15,549 Frangais. 
L’existence de nombreux instituts antirabiques a ’étranger 
fait qu’on ne peut tirerdes nombres qui préceédent aucune con- 
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clusion au sujet de la fréquencerelavive des cas de rage dans les 
différents pays ; pour la France, au contraire, il est naturel de 
penser que le nombre des personnes traitées a l’Institut Pasteur 
est proportionnel au nombre des cas de rage existant chez les 
animaux, el la répartition de ces cas dans les différentes régions 
peut fournir d’utiles indications sur les départements dans les- 
quels les reglements de police sanitaire devront étre appliqués 
avec une rigueur particuliére. 

Le tableau suivant contient dans la premiére colonne le 
nombre des mordus envoyés a l'Institut Pasteur par chaque 
département pendant l’année 1896; dans la seconde, le nombre 
des mordus par 100,000 habitants pendant l'ensemble des dix 
derniéres années. 


DEPARTEMENTS = 
ADO ereck: #0 8 
Aisne 2) 
AU Gren epeet er emeeys 0 
Alpes (Basses-).| 0 
Alpes (Hautes-).| 0 
Alpes-Maritimes.} 4 
Ardéche. ae eas 
Ardennes... 0 
Ariége..... 15 
Aube . 0 
INOS An Paoli 
Aveyron..... . ./33}« 
B.-du-Rhone...| 0 
Calvados ......|17 
Ganitale et saat 31 
Charente. . 18 
Charente-Infér. .|13 
(Chermeeae nyse (aie 0 
Corréze. . 8 
GCorsehre ace ea (0 
Cote-d’Or...... | 4 
Cotes-du-Nord. .| 6 


=|lDEPARTEMENTS|& 
a =) 
33/|Creuse. . 0 
19}|Dordogne .. {45 
10}|Doubs . 0 
13)|Drome , 5 
22\\Bure.... « {16 
47||Eure-et-Loir. . 42 
40||Finistére....... .|43 
4\|Gard. . 1 
25)|Garonne (Haute-), |38 
TANGOLS acca cso eats gs UO 
63/|Gironde, ... 52 
36|(Hérault.. . 39 
52)|[lle-et-Vilaine. . .|45 
10/|Indre-et-Loire. . 2 
45!!Indre.,.... ‘| 
17|\Isére..... (382 
MWe & epee ce 4 
44||Landes. ........|37 
49||Loir-et-Cher.....| 0 
NDIA NES rc male t 14 
14||Loire (Haute-),..}24 
24||Loire-Inférieure. .| 6 


E DEPARTEMENTS| © = DEPARTEMENTS 
14||Loiret, . 2\14)|Rbin (Haut-). .. 
PEN Others ty ar 17/50]|Sadne (Haute-). 
9}|Lot-et-Garonne., | 6]|72||Sadne-et-Loire. . . 
POW Wozerene cts «: 6/28 iSarthe, 2.4... . 
2)||Maine-et Loire. . 4) 4||Savoie... 
{d}|Manche..... . 12] 9||Savoie (Haute-).. 
AG) | Marne. seers... - Opt || Seinen er-ractet 
53]|Marne (Haute-).. 0} 9}|Seine-et-Marne... 
47)\Mayenne. . 8] 6}|Seine-Inférieure. . | 
44||Meurthe-et-Moslle| 2/16}|Seine-et-Oise... . 
29||Meuse......... 0| 4||Sévres (Deux-)... 
81||Morbihan... . 42|19]/Somme 
12)|Nievre...... ONG | \ era pee ew : 
10}|Nord...........] 0/12]/Tarn-et-Garonne.. 
10}|Oise. SBCA NES an oem os 
64/|Orne. . 9|13]/Vaucluse..... 
12}/Pas-de-Calais. . . 7|28)|\Vendée.......... 
59||Puy-de-Dome....} 3/40}/Vienne.. ...... 
12||Pyrénées(Basses-)| 68|78}|Vienne (Haute-).. 
56]|Pyrénées(Iautes-)} 12]50]|Vosges...... ... 
24||Pyrénées-Orient..| 5|52}/Yonne .. 

S| RDORe re een 135]89 


) 
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Pour rendre plus saisissante la différence qui existe, au point 
de vue des cas de rage, entre les diverses régions de la France, 
nous avons reporté sur une carte les données du tableau : 


Laissés en blanc ; 16 départements ayant enyoyé moins de 40 mordus. 
Rayés horizontalement ; 27 départements ayant enyoyé au moins 10 mordus et moins de 20. ° 


Rayés verticalement : 22 — = 20 — 50. 
Rayés dansles 2 sens: 24 = —~ plus de 50. 


) NU ly : 
y-Rousser ‘en SH fe | 
7 \ 


Nous n’avons pas compris dans notre nomenclature les dépar- 
tements de l’Algérie et la Tunisie, qui fournissaientautrefois un 
contingent considérable de mordus, mais qui n’en enyoient plus 
depuis la création des Instituts antirabiques d’Alger et de Tunis 
Un certain nombre de départements francais envoient mainte- 
nantleurs mordus a l'Institut de Lille et & celui de Marseille 


ee gee, eee ed eee ee 
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Pour eux (Nord, Pas-de-Calais, Bouches-du-Rhéne, Gard, Var, 
Vaucluse, Savoie, Haute-Savoie, Alpes-Maritimes, Basses-Alpes, 
Hautes-Alpes), les nombres du tableau correspondent en réa- 
lité aux personnes traitées jusqu’en 1893 inclusivement. Depuis 
cette époque, ils n’ont pour ainsi dire plus envoyé de malades a 
Paris. 

Sioncompare notre carte a celles qui ont déja été publiées 
dans ces Annales, on voit que ce sont toujours Jes mémes régions 
qui fournissent le plus de mordus. Dans certains départements 
cependant, grace aux mesures énergiques prises par l’adminis- 
tration, le nombre de cas de rage a considérablement diminué; 
dans d’autres, au contraire, ilesten progression continue, ainsi 
que le montre le tableau ci-dessous, qui contient le nombre 
des mordus envoyés par quelques départements pendant les 
quatre derniéres années. 


1893 1894 1895 1896 


WOIRCR eter es ee 46 35 13 44 diminution. 
TRONG eet as th he. 32 45 152 135 augmentation. 
Pyrénées (Basses-).... if 10 20 68 id. 
Pyrénées (Hautes-).... 4 4 6 42 id, 
LATTES, cee otinw se eck 7 14 24 37 id. 
GinOnde: reese ects: 4 16 22 52 id. 
Charentesse ets. caer 4 0 6 18 id. 
Charente-Inférieure.... 4 2 20 13 id. 


Si on excepte Paris et les départements voisins qui s’infectent 
& son contact, on voit que c’est la partie sud de Ja France quia 
le facheux privilége de contenir le plus de mordus et de payer le 
plus cher sa désobéissance aux lois de police sanitaire. A peu 
d’exceplions prés, chaque département a la quantité de chiens 
enragés qu'il mérite. 


REVUES ET ANALYSES 


A. Voces. — Etudes critiques et recherches expérimentales sur les 
microbes de la septicémie hémorrhagique et sur les maladies qu’ils 
produisent. (Zeitschrift fiir Hygiene, XXII, 2, page 149.) 


Dans ce travail fait & l'Institut fiir Infektionskrankheiten, & Berlin, 
Voges cherche a décider entre lidentification et la différenciation des 
principaux bacilles du groupe de la septicémie hémorrhagique, I 
n’arrive pas a une solution définitive, mais incline fortement & admettre 
la premiére alternative. 

Aprés un court exposé des travaux de Léffler et de Schtitz, l’au- 
teur met en paralléle les trois formes morbides de la pneumoentérite 
des porcs (forme cutanée, forme pulmonaire et forme intestinale) avec 
les infections a streptocoques chez | homme (érysipéle et phlegmon- 
entérite, pneumonie a streptocoques) ou des maladies, diverses au 
point de vue clinique, sont dues a un seul et méme microbe. I] iden- 
tifie de prime abord les microbes de Léffler-Schtitz (deutsche Schweine- 
seuche), de Cornil et Chantemesse (pneumoentérite), dela swine fever 
ou swine plague des Anglais, du hog cholera de Billings et de la swine 
plague de Salmon et Smith. Voges cite, daprés les recherches de 
Frosch, les propriétés morphologiques de microbes du hog cholera et 
de la swine plaque de Salmon; il se refuse 4 admettre la plupart des 
caractéres différentiels indiqués par les auteurs et les considére comme 
des variations qu’on peut observer chez une seule et méme espéce 
microbienne. Ainsi, d’aprés ses expériences, la différence d’intensité 
dans le développement dépend avant tout du mode de préparation des 
milieux de culture. On admet généralement que le bacille de la swine 
plague pousse mal sur gélose, tandis que la culture du bacille du hog 
cholera est abondante; cette différence, trés marquée sur la gélose 
ordinaire, est 4 peu prés nulle si la gélose a été préparée avec de la 
viande de bceuf trés fraiche. Il en est de méme pour les cultures sur 
pomme de terre et en bouillon. Voges s’occupe plus longuement d’un 
autre facteur invoqué par les dualistes, de la virulence. 

Il fait remarquer a ce sujet la prédisposition de certaines races 
porcines 4 la pneumoentérite. Le pore de race allemande prend la 
maladie beaucoup plus difficilement que le cochon anglais; cette pré- 
disposition serait due 4 un affaiblissement du canal digestif résultant 
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de la suralimentation de Ja race anglaise. De nos jours, on ne veut 
plus d’animaux dont l’élevage dure longtemps. Autre fait intéressant : 
plus on s’éloigne de la race primitive, issue du sanglier, plus Ja forme 
intestinale de la pneumoentérite prédomine et plus la forme pulmo- 
naire devient rare. La sélection artificielle opérée par homme pour 
arriver & un gain plus rapide ne vaut donc pas la sélection naturelle. 
Voges attribue les differences dans les symptémes morbides A une 
différence de virulence et se sert, 4 l’encontre de beaucoup d’auteurs 
qui l’ont précédé, de cultures trés virulentes. Par passages successifs, 
il a réussi a obtenir des cultures du bacille de L6ffler-Schiitz tuant des 
cobayes de 2 4 300 grammes en 3 4 4 heures en injection intrapérito- 
néale a la dose de 1/10 de milligramme de culture jeune sur gélose. 
Un cent millioniéme de centimétre cube (1/100,000,000 c. c.) de 
Yexsudat péritonéal d’un cobaye ne renfermant que 3 a 6 microbes, 
suffit a tuer un animal neuf en 20 heures. L’auteur a pu constater 
qu’une culture arrivée au maximum de virulence pour une espéce 
animale, le cobaye par exemple, n’a pas la méme action maxima pour 
une deuxiéme espéce animale, telle que la poule, mais qu’il suffit de 
quelques passages pour l’obtenir. La différence de virulence d’un 
microbe pour, divers animaux, considérée comme un caractére distinctif 
important, cesse de l’étre; une seule et méme culture peut acquérir 
une virulence maxima pour diverses espéces simultanément. Nous 
avions déja insisté sur la méme question dans notre travail ', et fait 
remarquer que des cultures d’un méme microbe produisent des lésions 
et des symptémes variables suivant qu’elles sont plus ou moins actives, 
et qu’une seule et méme culture est capable d’occasionner une réaction 
différente, selon que l’animal en expérience est neuf, insuffisamment 
immunisé ou bien vacciné. Dans le premier cas, on observe, chez le 
lapin, aprés injection sous-cutanée avec un bacille de la swine plague 
trés virulent, une infection générale suivie de mort rapide: tres peu 
d’cedéme au point d’injection; dans le second cas (animal insuffisam- 
ment vacciné), il y a formation d’un abcés étendu au point d’injection, 
accompagné parfois de foyers pulmonaires, et mort au bout de 
quelques jours; chez les lapins vaccinés il se forme un petit abcés, 
qui reste bien délimité. 

Voges a entrepris une série d’expériences d’infection par injection 
de cultures ; les divers animaux ne sont pas également sensibles 4 
injection intrapéritonéale et 4 l’infection par voie buccale. La poule, 
qui mourait aprés injection intrapéritonéale de 4 cent millioniéme de 
centimétre cube d’exsudat renfermant le bacille du choléra des poules, 
supportait un demi-centimétre cube du méme liquide introduit per 
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os ; le cobaye résiste A 1 c.c., tandis que le lapin et le pigeon meurent 
en 20 heures aprés injection de 0,5 et de 0,2 c. c. Par contre, une 
poule a qui on avait fait avaler 0,5 c.c. de liquide péritonéal de 
cobaye contenant le bacille de la pneumoentérite meurt en 5 jours 
avec bacilles dans le sang du coeur. Cette expérience prouve l’infectio- 
sité du bacille de la pneumoentérite des pores pour la poule. 

Le seul caractére distinctif & faire valoir serait la mobilité du 
bacille du hog cholera. Voges ne veut pas mettre en doute cette pro- 
priété constatée par divers auteurs, mais il fait remarquer qu’on a 
constaté des variétés immobiles, et que souvent les deux microbes ont 
été trouvés au cours d’une épidémie simultanément chez le méme 
animal. Sans se prononcer définitivement pour l’unification, l’auteur 
considére que les différences indiquées ne sont pas suffisantes pour 
considérer les bacilles du hog cholera et de la swine plague comme deux 
classes de microbes. ’ 

Le microbe de l’épizootie du gibier (Wildsewché), décrit par Kitt, 
parait étre identique a celui de la pneumoentérite de Léffler-Schiitz ; on 
observe également trois formes cliniques de la maladie (cutanée, 
pulmonaire, intestinale), et tout porte & admettre Videntité étiolo- 
gique. Il en serait de méme pour le bacille de la septicémie des lapins de 
Gaffky. Le microbe de lépizootie des furets (Fretchenseuche) est 
mobile. L’agent spécifique du choléra des poules et des affections 
analogues observées chez divers oiseaux par Karlinsky, Klein, Cornil, 
Toupet, etc., ne présente pas non plus de différences morphologiques 
avec le microbe de la pneumoenteérite. 

Seule la mobilité permet de diviser les principaux microbes de la 
septicémie hémorrhagique en deux classes. Sont immobiles les 
microbes de ; Léffler-Schiitz (deutsche Schweineseuche), swine plague 
(Salmon), hog cholera (Billings), pneumoentérite (Cornil et Chantemesse), 
septicémie des lapins (Koch, Gaffky), septicémie spontanée du lapin, 
épizootie du gibier, du buffle (Oreste, Armanni), choléra des poules, 
des canards et autres oiseaux. Sont immobiles les microbes suivants: 
hog cholera (Salmon et Smith), swine plague (Billings), swine pest 
(Selander), swine fever et grouse disease (Klein), pneumoentérite(Rietsch 
et Jobert), Schweinepest (Deupser) et épizootie des furets (Fretchen- 
seuche). 

Dans la deuxiéme partie de son travail, Voges relate les expériences 
qu’il a entreprises avec les microbes de Léffler-Schiitz, du choléra 
des poules, de l’épizootie du gibier, de la septicémie du lapin, du 
hog cholera et de la swine plague (Salmon) dans le but d’arriver a 
résoudre la question au moyen de immunisation, du sérodiagnostic. 
Il s’est toujours servi de cultures sur gélose maintenues pendant vingta 
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vingt-quatre heures a l’étuve a 35°, et injectées ensuspension dans de pe- 
tites quantités de solution physiologique de sel de cuisine. Les diverses 
cultures employées avaient une virulence telle que de trés petites 
quantités (pointe d'un fil de platine), injectées dans le péritoine, tuaient 
les souris et les lapins en 24 heures; la dose mortelle pour le cobaye 
était de 2 milligrammes au début, et la mort ne survenait qu’en 
26 4 40 heures; par passages successifs, Voges parvint a tuer le 
cobaye avec des doses minima en 4 a 6 heures. La quantité de 
toxine mortelle correspondait en moyenne a 8 milligrammes de 
culture stérilisée; l’auteur se croit autorisé & admettre que cette 
dose, obtenue sur gélose ou sur sérum en 18 a 24 heures, se forme 
en un temps 3 a 4 fois moindre dans le corps de l’animal; cette 
hypothése n’est pas démontrée, 4 notre avis, car elle ne tient pas 
compte du facteur « microbe ». 

Voges étudie ensuite l’action de la toxine des microbes en question; 
il constate que les cultures stérilisées sont beaucoup plus actives 
lorsqu’elles contiennent les cellules microbiennes que lorsqu’elles sont 
filtrées ; plus la culture est jeune, moins elle renferme de toxine. 
Le pouvoir toxique est le mieux conservé dans les cultures traitées 
au chloroforme, a l’acide phénique ou au tricrésol; le chauffage 4 
50) ou 60° ou une ébullition de 10 minutes de durée au plus fournis- 
sent également de bons résultats. Le toluol est moins sir et l’alcool 
absolu a une action destructive trés marquée sur la toxine. 

L’auteur cherche a élucider le mécanisme de]’immunité; il examine 
d’abord Vaction du sérum d’animaux neufs. 0,1 c¢. c. de sérum de 
cobaye non traité, injecté dans le péritoine 24 heures avant la culture 
virulente, suffit 4 immuniser un cobaye de 200 grammes contre 
une dose mille fois supérieure a la dose mortelle minima du bacille 
de L6ffler-Schiitz; le sérum de lapin a aussi une action préventive trés 
prononcée. 

Les examens microscopiques du liquide péritonéal n'ont pas décelé 
une phagocytose marquée; |’auteur en conclut que ce facteur ne 
jouerait pas un rdle prépondérant dans le mécanisme de Pimmunite, 
pas plus que les alexines, l’action bactéricide ne se manifestant pas in 
vitro. En injectant simultanément sérum et culture, le pouvoir pré- 
ventif est nul. Le sérum de cobaye neuf injecté préventivement n’a 
qu'un trés faible pouvoir antitoxique; le sérum d’autres animaux 
agit un peu plus nettement. 

Ce n’est qu’aprés avoir relaté ces expériences préliminaires que 
Voges étudie l’action du sérum d’animaux vaccinés. II a procédé a 
Yimmunisation de lapins et de cobayes au moyen d’injections sous- 
cutanées de toxine; cette méthode, qui occasionne la formation d’abcés 
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et assez souvent la mort par cachexie, ne lui a pas fourni de bons 
résultats. Il n’a pas pu constater d’accoutumance a la toxine, ce qui 
concorde avec nos propres résultats, et a remarqué qu’au contraire les 
lapins et les cobayes déja traités étaient plus sensibles 4 la toxine 
que les lapins neufs. L’immunité contre le virus ne repose donc pas 
sur une vaccination contre la toxine (Giftfestiqung). Les cobayes ainsi 
immunisésrésistaienta une dose de culture virulente de 6 milligrammes, 
voisine dela dose mortelle minima de toxine(8 mgr) ; malgré des injec- 
tions réitérées, l’auteur ne parvint pas a augmenter la résistance au 
dela de cette limite. L’examen microscopique du liquide péritonéal 
d’animaux vaccinés ayant regu une injection de culture virutenle a 
fourni des résultats analogues 4 celui des cobayes immunisés avec du 
sérum normal. Les microbes injectés dans le péritoine se retrouvent 
dans les cultures jusqu’a 48 heures aprés injection, tandis qu’au bout 
de trois jours, il n’y a plus de développement de colonies sur pla- 
ques. Les expériences entreprises avec le sérum d’animaux vaccinés 
injecté préventivement a des cobayes neufs n’ont pas fourni de meil- 
leurs résultats que les injections de sérum de cobaye normal; il n’y a 
pas non plus d’action bactéricide in vitro. La méthode de Pfeiffer ne 
peut donc pas étre employée comme moyen de diagnostic différentiel 
entre les divers microbes. Voges ne peut pas admettre la présence 
d’agents bactéricides spécifiques dans le sang d’animaux vaccinés. Il 
a essayé d’immuniser divers animaux, cobayes, lapins, poules, pigeons, 
et seul le sérum d’un mouton ayant regu de grandes quantités de 
culture stérilisée s’est montré actif. 

Décrivons briévement cette série d’expériences. L’auteur se sert du 
sérum d’un mouton immunisé contre le bacille de la pneumoentérite 
au moyen de grandes quantités (jusqu’h 3 grammes par injection) de 
culture sur gélose stérilisée. Les animaux témoins recoivent du sérum 
Wun mouton traité précédemment avec des cultures du bacille de 
Vinfluenza. Chez tous les cobayes, l’injection de sérum est faile 
24 heures avant Jl’injection de la culture; la quantité de sérum 
injectée pour chaque série est de 1,0; 0,1; 0,01 et 0,001 c. c. ; la dose 
de culture introduite est de 4 milligrammes. 

Des six cobayes témoins, un seul résiste, celai qui avait recu 
1 c.c. de sérum ; des cobayes traités avec le sérum du mouton immu- 
nisé, un seul périt avec un retard de 2% heures environ ; c’est 
celui qui n’avait regu que 1/1000 de c. c.; les cing autres restent en 
vie. Voila, ce nous semble, une action préventive manifeste? L’auteur 
ne veut pas tenir compte de ces expériences, parce que la culture 
employee était trop peu virulente, et qu’une deuxiéme série entreprise 
avec un microbe beaucoup plus actif ne fournit pas d’aussi bons 
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résultats. Cet argument n’est pas valable, A notre avis, pas plus que 
le manque d’action préventive contre V’injection de toxine. 

L’auteur a puse convaincre, comme nous, que les résultats positifs 
de sérumthérapie sont difficiles 4 obtenir et exigent beaucoup d’ani- 
maux. Le fait, déji cilé dans notre travail, qu’un sérum immunise 
contre des injections de cultures peu virulentes, mais ne préserve pas 
contre des microbes plus actifs, permet de supposer qu’en augmen- 
tant 'immunité des animaux fournisseurs de sérum, on obtiendra une 
action préventive plus manifeste. Dans tous les cas, il faut attendre 
les résultats ultérieurs avant d’admettre, avec l’auteur, que le sérum 
d’animaux immunisés contre la pneumoentérile n’a aucune action spéci- 
fique. Voges prétend, en outre, que la durée d’immunisation des animaux 
traités est trés limitée; quatre cobayes ayant résisté a l’injection 
d'une culture virulente, faite quinze jours aprés la derniére injection 
de toxine, moururent cing 4 six semaines plus tard a la suite d’une 
deuxiéme injection d’épreuve. Nos résultats sont un peu différents ; 
nous avons constaté 4 plusieurs reprises, et nous l’avons fait remar- 
quer dans notre travail (/. c.), que des animaux vaccinés résistaient a 
Vinjection d'une dose mortelle de culture virulente deux mois aprés la 
derniére injection de toxine; nous avons observé depuis chez un lJapin 
vacciné que cette immunité durait plus d’une année. La quantité de 
toxine injectée et le nombre des injections paraissent jouer un certain 
role. 

Chez des cobayes vaccinés contre le vibrion cholérique, une dose 
de culture du bacille de la pneumoentérite trois fois mortelle pour les 
témoins a été bien supportée; il fallut, pour tuer les animaux, de 
plus grandes quantités de toxine. 

Aprés ces recherches laborieuses, Voges en arrive a la conclusion 
que les méthodes actuellement connues ne suffisent pas a résoudre la 
question de Videntité ou de la différenciation des divers microbes du 
groupe de la septicémie hémorrhagique; il considére cependant qu’au 
point de vue pratique et surtout dans le but d’arriver 4 de bonnes 
mesures prophylactiques, il est préférable d’admettre Videntité. Il va 
méme jusqu’a formuler l’ubiquité du dit bacille qui serait le plus sou- 
vent privé de virulence. L’auteur termine en espérant que des travaux 
ultérieurs parviendront 4 élucider toutes ces questions difficiles. 

SILBERSCHMIDT. 
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W.L. Hreer. — La fermentation fractionnée du sucre de canne avec 
des levures pures. Jowrnal of the federated institutes of brewing, 
mai 1895.) 


L’annonce faite par M. Buchner d’une diastase transformant le 
sucre en alcool et en acide carbonique a mis en éveil sur ce point 
Yesprit des savants. Les uns acceptent pleinement cette SEO Oe: 
et méme en tirent des conséquences extrémes en prétendant qu’elle 
renverse la doctrine de Pasteur sur les fermentations. La doctrine de 
Pasteur sera renversée le jour ou on réalisera la fermentation alcooli- 
que par voie purement chimique et en dehors de toute action vitale. 
Mais tant qu’il faudra de Ja levure pour produire de la diastase alcoo- 
lique, la théorie de Pasteur peut dire ce qu’aurait dit le maitre lui- 
méme: Voila une action vitale de plus qui s’exerce par un mecanisme 
chimique! 

D’autres savants, sans révoquer en doute une découverte aussi 
nettement annoncée, font remarquer qu’elle souléve bien des problé- 
mes auxquels elle ne donne pas encore de solution, et dont quelques- 
uns en élargissent le cadre au dela de toutes proportions. A cété de 
Ja production d’alcool dans la fermentation alcoolique, disent-ils, il y 
a formation de glycérine et d’acide succinique. On peut trouver une 
formule qui fasse dériver ces corps d’un dédoublement du sucre : 


7 C®H'?0% = 6 C?H°O? + 6 C*H®04 


Mais cette formule de dédoublement, qui pourrait correspondre & 
Yaction d’une diastase, ne représente rien de réel, car la glycérine 
et l’acide succinique ne sont pas produits 4 poids atomiques égaux. 
Il y a plus de la premiére que du second. Dés lors, il faut admettre que 
les deux actions sont séparées. Or celle qui donne la glycérine est 
facile a écrire : 


7 GUl0%: 6 H*O' == 42 C?H*0? 26 Go? 


et on voit qu’elle correspond & l’action d’une diastase hydratante comme 
lamylase, et productrice d’acide carbonique comme la diastase 
alcoolique. Mais pour l’acide succinique il en est autrement. On ne peut 
le faire dériver du sucre que par la formule suivante : 


7 C8H*#08 +. 6 CO* = 12 C‘H*O! + 6 H*0 


et une diastase qui décomposerait l’acide carbonique et en ferait 
entrer le carbone dans un composé organique serait une découverte 
dont Vimportance dépasserait encore celle de M. Buchner. 
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Tout ceci est dans lhypothése ot la formation de glycérine et 
d’acide succinique résulterait aussi d’actions diastasiques. S’il n’en 
est pas ainsi, ilfaudrait faire une place a part a ces deux corps et les 
considérer comme plus protoplasmiques que I’alcool, comme des pro- 
duits plus intérieurs de la vie de la cellule, ce qui serait encore un 
fait bien curieux. Si on revient, pour échapper a cette conséquence, a 
Phypothése de diastases, il faut alors en accepter pour toutes les fer- 
mentations, ce qui en augmente prodigieusement le nombre, et alors 
on doit expliquer aussi pourquoi la diastase glycérique et la diastase 
succinique dans la levure fonctionnent de facon a produire a peu prés 
constamment les mémes proportions de ces deux corps. Je sais bien 
que des différences ont été relevées par Mach et Portele (Kompendium 
von de Bary, etc., V), par Thylmann et Hilger (Archiv. f. Hyg., VU), par 
Rau (7d., XIV), par Effront (Comptes-rendus, 1896). Mais elles laissent 
subsister une certaine moyenne qu/il est surprenant de voir résulter 
de l’action indépendante de deux diastases différentes. 

Cela n’est pas tout. Celle qui agit sur le sucre n’est pas moins mysté- 
rieuse. Le saccharose, interverti parla sucrase, devient de la glucose et 
de la lévulose. La diastase alcoolique de Buchner agit-elle de la méme 
facgon sur ces deux sucres de pouvoirs rotatoires différents ? Avec les 
idées que nous a données Fischer sur les diastases, cela est déja sur- 
prenant. Mais cela le devient encore plus quand on entre dans le 
détail. La transformation de la glucose et de la lévulose en alcool n’est 
pas un phénoméne simple. Les expériences de Kjeldahl (Meddelelser 
Carlsberg, 1881), de Bourquelot (J. pharm. et chim. [5], 7), C. et J. O'Sul- 
livan (J. chem. soc. Trans., 1890 et 1892), Thompson (Trans. Lab. 
club, 2.63) montrent que la glucose et lalévulose ne fermentent pas 
avec la méme vitesse. 

Les récentes expériences de M. Hiepe montrent que les inégalités 
sont beaucoup plus grandes qu’on ne l’a cru tant gu’on a opéré sur 
des mélanges de levure, et que des levures pures présentent sous ce 
point de vue des différences trés marquées. Or cest ce caractére indi- 
viduel de l’action de chaque race de levure sur le sucre qui est difficile 
A interpréter quand on fait intervenir une diastase, dont action, d’or- 
dre chimique, est par ]4 méme d’ordre général. Comment la puissance 
de cette diastase peut-elle étre individualisée au degré que nous mon- 
trent les expériences de M. Hiepe? 

Ce savant a soumis a son étude 5 levures de biéres danoises, pro- 
venant de la collection de M. Jérgensen; 2 levures de biéres anglai- 
ses, les Saccharomyces Pastorianus I, II, et IL, les S. ellipsoideus Tet I, 
le S. eriguus de M. Jorgensen. Aprés les avoir rajeunies dans du mout 
de biére, il les faisait arriver dans une solution de sucre candi dans de 
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Peau de levure. 5 minutes aprés leur introduction, il prélevait un 
premier échantillon et renouvelait ces prises toutes les 24 heures, 
jusqu’a la fin de la fermentation. Dans chacun de ces échantillons, il 
déterminait, par les procédés usuels: 1° la quantité de sucre de 
canne interverti; 2° la quantité totale de matiére solide fermentée ; 
3° la quantité totale de dextrose fermentée ; 4° la quantité totale de 
lévulose fermen tée. 

Pour l’inversion, les diverses levures étudiées présentent déja des 
différences énormes. En 5 minutes, ’une des levures a interverti 
1,95 0/0 du sucre, une autre 58,85 0/0. Le temps de l’interversion 
compléte a été de*24 heures ou méme moins pour 2 levures, de 
11 jours pour le S. exiguus. 

Ceci n’a pas le droit de nous surprendre. Nous savons qu'il y a 
des levures qui ne laissent se produire aucune trace dinterversion 


_ dans le milieu sucré dans lequel elles vivent, et chez laquelle ce phé- 


noméne ne se produit, comme chez le monilia candida, qu’a lintérieur 
de la cellule. La diastase inversive est plus ou moins diffusible, et ce 
n’est pas elle qui nous intéresse ici. Je ne ]’ai visée que pour montrer 
que sa fonction est indépendan te de celle de la diastase alcoolique, car 
daprés les nombres de M. Hiepe, une levure, type Saaz, intervertis- 
sait tout le sucre en 24 heures et le faisait fermenter en 10 jours, tandis 


que le S. ellipsoideus 1, qui mettait 48 heures a intervertir la solution, 
la faisait fermenter en 9 jours. 

Venons-en maintenant a la fermentation. Dans tous les cas, sauf 
avec le S. exiguus, il y avait ala fois de Ja dextrose et de la lévulose 
fermentés au bout de 24 heures, la plus petite proportion de dextrose 
étant 1,27 0/0, la plus forte de 22,88 0/0. Les deux levures qui ont 
donné ces différences extrémes étaient pourtant toutes deux du type 
Saaz, qui est considéré comme un type de levures faibles. Quant a la 
lévulose, la plus petite quantité fermentée en 24 heures était de 0,19 0/0; 
la plus grande de 14,04 0/0, et par les mémes levures que celles qui 
avaient donné les proportions extrémes de dextrose fermentée. 

La fermentation de la dextrose commence donc en méme temps 
que l'autre, mais elle va pius vite, atteint en moyenne son maximum 
d’activité le second jour et décroit ensuite lentement. La fermentation de 
la lévulose est d’abord plus lente, n’atteint son maximum en moyenne 
que dans la 4° journée. Jusqu’a ce moment, les quantités de lévulose 
fermentée par jour sont inférieures aux quantités de dextrose. Mais 
ensuite, elles dépassent les quantités de dextrose, si bien que parties 
en méme temps, les deux fermentations finissent aussi en méme 


temps. Tout cela, bien entendu, avec de larges variations indivi- 
duelles d’une race a l'autre, 


REVUES ET ANALYSES. 354 


Voila évidemment une complexité d’action qui n’exclut pas laction 
d'une diastase ou de deux diastases, lune faisant fermenter la dextrose, 
Pautre la lévulose, mais qui, dans ’'un comme dans l'autre cas, sou- 
leve des problémes intéressants. S’il y a une diastase unique, elle agit 
stirement d’une fagon différente sur les deux sucres dérivés du sac- 
charose, et alors ilreste & comprendre comment son action se renverse 
pendant leur marche. S’il y en a deux, il faut en admettre autant que 
de sucres. De tous cétés, les questions surgissent et les savants se 
frottent les mains. En passant, M. Hiepe souléve une question inté- 
ressante. On sait que Milscherlich a découvert le pouvoir inversif des 
macérations de levure, que M. Berthelot a retiré de ce liquide de 
macération, en le précipitant par l’alcool, une substance douée du 
pouvoir inversif, et que, depuis, ces découvertes ont été vérifides et 
utilisées bien souvent. J. 0’ Sullivan (/. ¢.) a pourtant conclu de ses 
expériences qu’un simple lavage de la levure 4 l’eau n’y dissout pas 
de sucrase, et qu’on n’en trouve dans le liquide filtré que s’il a passé 
de la levure au travers du filtre. [1 en conclut que l’ceuvre d’inversion 
est essentiellement intérieure a la cellule, que le saccharose doit y 
pénétrer avant de ressortir 4 l’état de sucre interverti. I] semble 
difficile que tous les savants qui se sont occupés de ce sujet n’aient pas 
su filtrer leurs liqueurs. Du reste, Kjeldahl a trouvé qu’un liquide de 
lavage bien lavé avait aussi un pouvoir inversif. En revanche, Hiepe 
trouve des résultats contraires, et identiques par conséquent a ceux 
d’O’ Sullivan. Il est bien probable que ces contradictions tiennent a 
des différences dans la nature des levures étudiées. Il peut y en avoir 
laissant se dialyser leur sucrase, comme il y en a qui la retiennent, 
comme il y en a aussi qui, ressemblant en cela au monilia candida, ne 
laissent méme pas se dialyser, sans doute parce qu’elles l’utilisent de 
suite, le sucre interverti 4 l’intérieur de la cellule. Tout le monde peut 
done avoir raison. Dx. 
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ERRATA 


I. Dans l’article de M. le D" Salimbeni, sur l’agglutination, 
paru dans le dernier numéro des Annales de l'Institut Pasteur, 
toute une phrase a été omise: elle doit étre intercalée entre la 
page 284 et 285. 

Cette phrase est la suivaule: Les tubes 5’ et 5 présentent 
déja des différences appréciables. Dans le tube 5’, l’agglutination 
de microbes et l’éclaircissement du liquide, au bout de 30 a 
40 minutes, sont déja terminés, alors que dans le tube 5 les 
flocons commencent a peine a se former: la clarification com- 
pléte du liquide dans ce dernier tube n’est complete qu’au 
bout de 24 heures. 


II. Dans l'article de M. Sanguineti, numéro du 25 mars 1897: 
Page 270, ligne 6, au lieu de 500, lire 1000. 
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